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Résumé

L’inflammation vasculaire est caractérisée par le recrutement monocytaire qui englobe ’arrét,
I’adhérence puis la migration trans-endothéliale des monocytes a travers I’endothélium
vasculaire. Ce processus nécessite une interaction entre les médiateurs inflammatoires tels que
les chimiokines, les leucocytes et les cellules endothéliales. Dans ce projet, nous avons évalué
les mécanismes moléculaires induits par la chimiokine RANTES/CCLS sur les cellules
endothéliales permettant le recrutement des monocytes. Sur les cellules endothéliales,
RANTES/CCLS5 exerce ses effets biologiques grace a ses interactions avec ses récepteurs
protéiques (CCR1 et CCRY) et protéoglycanniques tels que le syndécane-4. L’implication du
domaine intracellulaire (C1, V, C2) du syndecane-4 dans le recrutement monocytaire induit par
RANTES/CCLS démontre son role de co-récepteur fonctionnel. La stimulation des cellules
endothéliales par RANTES/CCL5 augmente fortement, par rapport aux cellules non stimulées,
le recrutement monocytaire via les voies de signalisation Rho GTPases, PKCa et PKCo qui
régulent la phosphorylation de protéines de jonctions inter-endothéliales notamment la VE-
cadhérine et la B-caténine. Ainsi, le développement d'une nouvelle stratégie thérapeutique
ciblant le systéme endothélial pourrait permettre de réguler I’initiation du processus
inflammatoire induit par la chimiokine RANTES/CCLS5.

Mots-clés : RANTES/CCLS, GAGs, Syndécane-4, Recrutement monocytaire, Jonctions
adhérentes, PKC.

Abstract

Vascular inflammation is characterized by monocytes recruitment which includes arrest,
adhesion and trans-endothelial migration of leukocytes through the vascular endothelium. This
process requires an interaction between inflammatory mediators such as chemokines,
leukocytes and endothelial cells. In this study, we evaluated the molecular mechanisms induced
by the chemokine RANTES/CCLS5 on endothelial cells allowing monocytes recruitment.
RANTES/CCLS exerts its biological effects through its interaction with its protein receptors
(CCR1 and CCRY) and its interaction with proteoglycans such as syndecan-4. The involvement
of the intracellular domain of syndecan-4 (C1, V, C2) in RANTES/CCLS5-induced monocytes
recruitment demonstrates its role as functional co-receptor. The stimulation of endothelial cells
by RANTES/CCLS strongly increases monocytes recruitment through Rho GTPase, PKCa and
PKC3 signaling pathways. PKCa and PKC5 regulate the phosphorylation of inter-endothelial
junction proteins, mainly VE-cadherin and f-catenin. Thus, the development of a new
therapeutic strategy targeting the endothelial system might be allowing to regulate the initiation
of the inflammatory process induced by the chemokine RANTES.

Keywords RANTES/CCLS5, GAGs, Syndecan-4, Monocyte recruitment, Adherens junctions,
PKC.
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A. L’endothélium vasculaire une barriére a part entiere

L’endothélium vasculaire tapisse la paroi interne des vaisseaux sanguins et lymphatiques et
forme une barriére physique séparant ainsi le sang / la lymphe des autres compartiments
tissulaires sous-jacents. Cette barriére pavimenteuse est constituée de cellules endothéliales

polygonales et jointives avec une capacité de s’aligner en direction du flux sanguin.

I. Endothélium vasculaire et perméabilité endothéliale
En condition physiologique, I’endothélium vasculaire est quiescent, formant une barriére semi-
perméable sélective qui controle le passage des fluides, des petites et grosses molécules ainsi

que le passage des leucocytes circulants.

Cette perméabilité endothéliale est étroitement liée a la perturbation de I’intégrité de la barriere
endothéliale qui peut étre physiologique comme pathologique, elle est souvent en relation avec
I’inflammation et/ou 1’angiogenése. La perméabilité de la barriére vasculaire endothéliale peut
étre modifiée en réponse a des stimuli spécifiques tels que des facteurs de croissance, des
médiateurs inflammatoires ou une perturbation du flux sanguin. (Kumar et al., 2009,

Vandenbroucke et al., 2008)

Il existe deux voies de perméabilité endothéliale : la voie transcellulaire et la voie paracellulaire

(Figure 1). (Komarova and Malik, 2010)

Le passage transcellulaire (ou transcytose) des solutés consiste en leur passage a travers une
cellule par diffusion ou endocytose ; la diffusion des solutés a travers la membrane plasmique
des cellules se fait soit par diffusion passive (diffusion bidirectionnelle d'ions ou de molécules
lipophiles), soit par diffusion facilitée, soit par diffusion selon un gradient de concentration ou
via un transport actif. De plus, la transcytose correspond a un passage transcellulaire par lequel
les macromolécules (> 3 nm) telle que 1’albumine passent a travers les cellules endothéliales,
transportées par différents types de vésicules comme les cavéoles ou les organites vésiculo-

vacuolaires (OVV) (Figure 1). (Azzi et al., 2013)
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Figure 1. Perméabilité transcellulaire et paracellulaire : deux voies de la perméabilité
endothéliale. Deux voies de perméabilité affectent la barriere endothéliale : 1) la voie transcellulaire
qui transporte les macromolécules a travers la cellule endothéliale via différents systémes vésiculaires :
les vésicules de cavéoles ou les organites vésiculo-vacuolaires (OVV) ; 2) la voie paracellulaire qui
assure le transport de macromolécules a travers deux cellules endothéliales adjacentes par le biais de
jonctions inter-endothéliales. (Azzi et al., 2013)

Les cavéoles sont des vésicules issues des invaginations de radeaux lipidiques de la membrane
plasmique et dont la protéine structurale majeure est la cavéoline-1 (Cav-1). Bien que les
cellules endothéliales expriment fortement Cav-1 et Cav-2, la transcytose des macromolécules
se fait exclusivement par Cav-1. Le trafic transcellulaire de I’albumine est assuré
principalement par des vésicules enrichies en Cav-1 transportées de la surface apicale de la
cellule endothéliale vers la surface basale. Les vésicules fusionnent avec la membrane
plasmique du coté abluminal et libérent leur contenu en macromolécules par exocytose

(Figure 2). (Komarova and Malik, 2010)

La perméabilité transcellulaire de I’albumine est un processus constitutif en condition
physiologie saine et nécessaire au maintien de 1'équilibre hydrique a travers l'endothélium.
L’augmentation de la perméabilité vasculaire a I'albumine est la signature de certains processus
pathologiques. (Komarova and Malik, 2010) L augmentation accrue de la permeéabilité de
I’albumine a été observée dans les microvaisseaux pulmonaires lors de la septicémie. (Sun et
al,, 2009) De plus, I'accumulation de liquide interstitiel riche en protéines associée a un
transport d'albumine accru provoque une lésion tissulaire. (Komarova and Malik, 2010, Sun et

al., 2009; Tiruppathi et al., 2008)

23



a Lumen Caveolae at luminal surface ¢
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Figure 2. Mise en évidence de la perméabilité transcellulaire de 1'albumine au niveau de
I’endothélium par microscopie électronique. Endothélium microvasculaire non perfusé (a) ou perfusé
avec I’albumine (b). (a) des structures cavéolaires (V) indiquées a la surface luminale et abluminale et
dans le cytoplasme. (b) trafic transcellulaire (transcytose). Les vésicules 1 et 2 (V1 et V2) représentent
le transport de 'albumine par macropinocytose, alors que V3 est un exemple de transport li¢ a un
récepteur. La libération de 1'albumine a partir de vésicules se fait par exocytose a la surface abluminale.
(Komarova and Malik, 2010)

Méme s’il s’agit d’un phénoméne rare et trés peu observé, la perméabilité transcellulaire
permettant I’infiltration des leucocytes a travers I’endothélium tout en laissant les jonctions
inter-endothéliales intactes a été confirmée in vivo. Pour ce faire, la membrane des leucocytes
et des cellules endothéliales fusionnent pour former un canal transcellulaire entre la membrane
apicale et la membrane basale facilitant la transmigration des leucocytes (Figure 3). (Carman

et al., 2007; Filippi, 2016)
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Figure 3. La perméabilité endothéliale : migration trans-endothéliale par voie transcellulaire ou
paracellulaire. La migration transcellulaire des leucocytes a travers I’endothélium nécessite
essentiellement que les vésicules cavéolaires entourent le leucocyte et favorisent son passage a travers
le corps de la cellule endothéliale ; alors que la transmigration paracellulaire est dépendante du passage
par les jonctions entre deux cellules endothéliales adjacentes jointives. Figure modifiée a partir de (Ley
etal., 2007)

Il a ét¢ montré que Cav-1 est plus exprimé sur les leucocytes (notamment les lymphocytes et
les neutrophiles) qui s’infiltrent via la voie transcellulaire. (Milldn et al., 2006) De plus,
I’inhibition de la Cav-1 dans les cellules endothéliales a réduit la migration transcellulaire,
suggérant un rdle spécialisé pour la Cav-1 dans la migration transcellulaire.(Millan et al., 2006)
Par la suite, Marmon et al. ont confirmé ce résultat en montrant qu’un taux €levé de Cav-1 dans
les cellules endothéliales favorise la voie transcellualire et a 1’inverse, son inhibition favorise

la voie paracellulaire. (Marmon et al., 2009)

La perméabilité¢ paracellulaire permet les flux moléculaires et cellulaires entre cellules
endothéliales adjacentes suite a une désorganisation transitoire et réversible des jonctions

inter-endothéliales. L’ouverture et la fermeture des jonctions intercellulaires sont finement
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régulées. Cette régulation est primordiale pour maintenir 1’intégrit¢ de I’endothélium et

prévenir voire éviter 1’exposition possible de la matrice sous-endothéliale. (Rho et al., 2017)

Dans des conditions normales, environ 30 % des jonctions inter-endothéliales dans les veinules
post-capillaires, ou la régulation de la perméabilité active se produit, sont ouvertes et
perméables aux molécules d’environ 60A. Aprés stimulation par des médiateurs pro-
inflammatoires comme I'histamine, les jonctions cellulaires dans les veinules post-capillaires
s'ouvrent sélectivement et permettent le passage de molécules plus grosses. (Murakami and

Simons, 2009)

Tout dysfonctionnement peut avoir de graves conséquences sur la perméabilité endothéliale et
par conséquent sur 'homéostasie du systéme vasculaire. L hyperperméabilité endothéliale a été
observée dans l'angiogenese pathologique et dans l'inflammation chronique. (Kumar et al.,
2009) La perte de perméabilité vasculaire pourrait bloquer la diffusion et la délivrance de

xénobiotiques tels que les médicaments. (Omiecinski et al., 2011; Weis and Cheresh, 2005)

II. Jonctions endothéliales

Les jonctions endothéliales permettent 1’intégrité de 1’endothélium a travers deux systémes
d’adhérence, assurant ainsi la cohésion entre les cellules homotypiques adjacentes et entre
cellules et MEC sous-jacente. De part ce role architectural, les composantes du complexe
jonctionnel participent a diverses signalisations intracellulaires et régulent différents effets
biologiques notamment la perméabilité vasculaire et la migration trans-endothéliale des
leucocytes, cependant le mécanisme moléculaire n’est pas entierement connu. (Dejana et al.,

2009)

I1 existe quatre types de jonctions principales : les jonctions communicantes, les jonctions
adhérentes, les jonctions serrées et les desmosomes (Figure 4). Contrairement aux cellules
épithéliales, les cellules endothéliales ne sont pas dotées de jonctions desmosomales.
Cependant, certains types de cellules endothéliales telles que celles de la veine ou celle du
systéme lymphatique possedent un autre type de jonctions appelé Complexus adhearentes, qui
se rapproche d’un point de vue structural des desmosomes (Moll et al., 2009; Schmelz and

Franke, 1993, Valiron et al., 1996, Zhou et al., 2004).
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Figure 4. Les principales jonctions inter-endothéliales. Les cellules endothéliales vasculaires
posseédent des jonctions serrées (tight junction), des jonctions adhérentes (adhérens junction) et des
jonctions communicantes (Gap junction). Modifiée a partir de (Komarova et al., 2017)

1. Complexus adhearentes

Complexus adhaerentes est une jonction de taille et de forme variables qui peut occuper des
parties étendues de la surface cellulaire. Ce type de jonctions est intégré dans le ganglion
lymphatique dans un systéme structurel plus large appelé syndesmos. Contrairement aux
véritables desmosomes, les complexus adhearentes sont non seulement dépourvus des
cadhérines desmosomales connues telles que la desmogléine et la desmocolline, mais
également de la E- et de la M-cadhérine. Cependant, Complexus adhaerentes est riche en
cadhérine-5 (VE-cadhérine) qui se colocalise avec la desmoplakine et la plakoglobine dans la
majorité des sites inter-endothéliaux. (Schmelz and Franke, 1993; Valiron et al., 1996) La
structure moléculaire de cette jonction s’est ensuite avérée plus complexe car plusieurs travaux
affirment que complexus adhaerentes est un hybride de recombinaison de protéines provenant
des autres jonctions. Elle comprend des protéines de jonctions adhérentes (VE-cadhérine, a- et
B-caténine, protéine pl120), les composants des jonctions desmosomales (desmoplakine et

plakoglobine) et les protéines des jonctions serrées (claudin-5 et Zonula Occludens-1(Z0-1)).
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(Baluk et al., 2007, Himmerling et al., 2006, Pfeiffer et al., 2008). 11 peut ¢galement se former

des interdigitations adhérentes uniques ou multiples. (Hadmmerling et al., 2006)

Ce type de jonction interagit de fagon indirecte avec les filaments d’actine via la desmoplakine.
(Calkins et al., 2003; Valiron et al., 1996) De par cette liaison, Complexus adhaerentes joue un
role important dans la vasculogeneése, la perméabilité endothéliale et I’angiogenese. (Gallicano

etal., 2001; Zhou et al., 2004)

2. Jonctions communicantes

Les jonctions communicantes sont constituées de canaux par centaines ou milliers qui
s’oligomérisent en réseau dense formant ainsi une plaque de jonctions communicantes appelée
plaque jonctionnelle (Figure 5). Chaque canal est le résultat d’association de deux hémi-
canaux, autrement appelés connexons, qui traversent la membrane plasmique des cellules
adjacentes, reliant ainsi leurs cytoplasmes. Différents échanges entre le cytoplasme des cellules
voisines peuvent avoir lieu a travers les jonctions communicantes par exemple 1’échange d’ions
inorganiques (Na*, K*, Ca?’, etc.) et le passage d’un certain nombre de petites molécules,
comme l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et 1'inositol 1,4,5-trisphosphate (IP 3).
(Bruzzone et al., 1996, Falk et al., 2014, Kumar and Gilula, 1996, Sanderson et al., 1994; S6hl
and Willecke, 2004; Thévenin et al., 2017)

28



Cytoplasmic

{1
(i

il

wowvw

Transmembrane

Extracellular

e ©Fo°

Figure 5. Les jonctions communicantes des cellules endothéliales. (A) La plaque jonctionnelle entre
deux cellules endothéliales est constituée de plusieurs connexons dont la protéine majeure est la
connexine. (B) Structure de la connexine, protéine composée de quatre domaines transmembranaires
(M1, M2, M3, M4) dont les extrémités N- et C-terminales sont localisées dans le cytoplasme des
cellules. (Willecke et al., 2005)

L’unité structurelle principale des connexons est la connexine (Cx), caractérisée par deux
boucles extracellulaires et ses extrémités amino (N) et carboxyl (C) terminales cytoplasmiques
et de quatre domaines transmembranaires. Vingt connexines sont exprimées chez 'Homme et
chez la souris. Les cellules endothéliales expriment principalement trois isoformes de
connexines Cx37, Cx40 et Cx43. (Bruzzone et al., 1996, Saez et al., 2003; Willecke et al., 2005)
La Cx43 est la connexine la plus ¢tudiée. Elle a un intérét particulier en raison de son expression
ubiquitaire dans la plupart des tissus et elle joue un role central dans le cceur et le systéme
vasculaire. (Falk et al., 2014, Solan and Lampe, 2014, Thévenin et al., 2017; Willecke et al.,
2005)

La localisation membranaire et la stabilité des connexines conférent une stabilité¢ aux jonctions
communicantes. L’interaction des connexines avec les protéines associées au cytosquelette
favorise leur stabilité. Cette interaction dépend de 1’état de phosphorylation des connexines sur
des résidus spécifiques. Il a été rapporté que la phosphorylation de la Cx43 par la tyrosine kinase

Src sur le résidu tyrosine (Y) 247 inhibe l'interaction de la Cx43 avec la B-tubuline. L’inhibition
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de cette interaction pourrait étre un mécanisme impliqué dans le processus de désassemblage

des jonctions communicantes. (Sorgen et al., 2018)

De plus, la Cx43 peut étre phosphorylée par une variété de protéines kinases (Akt, PKA, PKC,
ERK1/2) notamment sur les résidus sérine S373, S365, et S368, qui contrdlent I'assemblage des
jonctions communicantes et les interactions avec différents partenaires tels que les ZO et les

caténines. (Falk et al., 2014, 2016, Solan and Lampe, 2014, 2016, Thévenin et al., 2017)

L’extrémité C-terminale de la Cx43 interagit avec une variété de molécules de signalisation et
de protéines structurales conduisant au concept de la jonction communicante comme un
carrefour de signalisation. La Cx43 interagit avec une gamme de protéines : des jonctions
serrées ZO-1 (Thévenin et al., 2017), des éléments du cytosquelette (microtubules, a-actinine,
tubuline) qui la lient au filament d’actine et des protéines des jonctions adhérentes. (Sorgen et
al., 2018) 11 a ét¢ montré que Cx43 interagit directement avec la f-caténine et que cette
interaction serait inhibée par la phosphorylation par Src kinase des résidus Y265 et Y313 de la
région C-terminale de Cx43.(Spagnol et al., 2018)

Le couplage médié par les jonctions de communication permet la formation d’un réseau de
cellules interconnectées, coordonnées et synchrones. Ainsi, le couplage jonctionnel peut
compenser une hétérogénéité fonctionnelle d’un groupe de cellules appartenant au méme tissu,
permettant ainsi le recrutement fonctionnel de cellules qui n'auraient pas ¢€té activées

individuellement. (Meda, 1996, Spagnol et al., 2018)

En plus de son role de communication, ces jonctions sont impliquées dans 1’adhérence cellulaire
et dans la vasculogenese. Simon et McWhorter ont démontré que les souris dont le gene Cx37
ou Cx40 a été invalidé, présentent une défaillance importante de leurs systémes vasculaires et
une mortalité élevée quelques jours seulement apres leur naissance.(Simon and McWhorter,
2002) Par la suite, il a été montré que les souris doublement invalidées pour les genes Cx37 et
Cx40 présentent de graves malformations vasculaires ce qui a conduit a leur mort durant la
gestation. (Sohl and Willecke, 2004) Une étude récente a montré que I’augmentation
d’expression de la connexine Cx43 dans des cellules endothéliales du cerveau est associée a
une hyperperméabilité endothéliale dépendante d’une expression réduite des jonctions serrées

claudine-5 et ZO-1. (Johnson et al., 2018)
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3. Jonctions serrées

Les jonctions serrées sont des structures qui associent deux cellules adjacentes d’une fagon tres
étroite entrainant une résistance électrique trans-endothéliale élevée et une faible perméabilité
paracellulaire avec une sélectivité de taille et de charge. (4bbott et al., 2006, Zihni et al., 2016)
Les jonctions serrées endothéliales, contrairement a celle de 1’épithélium, sont mal définies d
au fait qu’elles sont chevauchantes avec les jonctions adhérentes le long du contact inter-
endothélial (Figure 6). Ce type de jonctions se compose d’un complexe hétérogéne de familles
protéiques. Les plus connues sont: I’occludine, la claudine, les molécules d’adhérences

jonctionnelles (Junctional Adhesion molecules : JAMs).

VE-cadherin/ZO-1/DAPI

Endothelial cells

Tight

Adherens
junction

Figure 6. Disposition des jonctions serrées et adhérentes dans les cellules endothéliales.
Photographie d’une observation microscopique d’immunomarquage de jonctions endothéliales : VE-
cadhérine (marqueur de jonctions adhérentes en vert), ZO-1 (marqueur de jonctions serrées en rouge).
Les jonctions inter-endothéliales serrées et adhérentes ne sont pas distinctes a cause du chevauchement
entre les deux structures comme illustré dans le schéma a gauche. Modifiée a partir de (Harris and
Nelson, 2010; Zihni et al., 2016)

3.1. L’occludine
L'occludine possede deux boucles extracellulaires, quatre domaines transmembranaires et deux
extrémités C- et N-terminales cytoplasmiques. Les boucles extracellulaires de I’occludine de
deux cellules voisines se rejoignent directement et contrdlent la perméabilité endothéliale.
L’extrémité C-terminale de I'occludine est liée aux filaments d’actine du cytosquelette via des
protéines adaptatrices telle que les ZO notamment ZO-1, ZO-2 et ZO-3. (Furuse, 2010; Wallez
and Huber, 2008). La phosphorylation de 1’occludine affecte la structure des jonctions serrées
et régule la perméabilité paracellulaire. La perturbation des jonctions serrées induite par le

facteur de croissance Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) est due a la phosphorylation
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de I’occludine sur le résidu sérine S490 favorisant son ubiquitinylation, augmentant ainsi la

perméabilité vasculaire. (Murakami et al., 2012)

3.2. Les claudines

La famille des claudines a la méme structure que celle de 1’occuldine mais sans aucune
similarité¢ de séquences. Les parties extracellulaires des claudines de deux cellules adjacentes
forment un polymere et régulent le passage des solutés a travers la barriére endothéliale. Grace
a un motif d’acide aminé Tyrosine-Valine (YV), ’extrémité cytoplasmique C-terminale
interagit avec plusieurs protéines adaptatrices, comme ZO-1, ZO -2 et ZO-3 et Multi-PDZ
Protein 1 via leurs domaines postsynaptic density-95/disc large protein and ZO-1 (PDZ) qui
assure une interaction avec le cytosquelette. (Lal-Nag and Morin, 2009; Morita et al., 1999)

Environ 27 membres de la famille des claudines seraient présents chez I’Homme. Les claudines-
1, -2, -3, -5, -12 et -15 ont été identifi¢es dans 1’endothélium vasculaire de certains organes.

(Mineta Katsuhiko et al., 2011; Morita et al., 1999)

La claudine-5 est la plus connue comme étant spécifique a I’endothélium. (Mineta Katsuhiko
etal., 2011; Morita et al., 1999) Nitta et al. ont montré que les souris déficientes en claudine-
5 (claudine-5"") ne présentent aucun défaut morphologique ou fonctionnel du systéme
vasculaire embryonnaire et mettent en évidence par microscopie €électronique que les jonctions
serrées sont bien présentes. Cependant, ces souris présentent une augmentation de la
perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (BHE) pour les petites molécules, menant a la
mort post-natale. Les jonctions serrées chez ces souris, sont constituées majoritairement de
claudine-12 connue pour sa fonction de filtre de molécules d’un poids moléculaire supérieur a
800Da, expliquant I’augmentation de permeéabilité aux petites molécules dans ce modele
expérimental. (Nitta et al., 2003)

D’autre part, il a été¢ montré que claudine-5 inhibe la perméabilité endothéliale vasculaire en
régulant la prolifération et la migration cellulaire. Ainsi, la surexpression de la claudine-5 dans
les cellules endothéliales vasculaires du cerveau entraine une diminution de la perméabilité
paracellulaire accompagnée d’une diminution des taux de migration cellulaire et une

augmentation de la prolifération cellulaire. (Ma et al., 2017)

3.3. Les molécules d'adhérence jonctionnelle
Les molécules d'adhérence jonctionnelle (JAMs) appartiennent a la superfamille

transmembranaire des immunoglobulines (IgSF). Elles sont constituées de deux domaines
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extracellulaires, un domaine transmembranaire et une courte extrémité cytoplasmique. La
famille des JAMs est actuellement composée de plusieurs membres dont JAM-A, -B, -C, JAM-
4, endothelial cell-selective adhesion molecule (ESAM) et de coxsackie adenovirus receptor
(CAR) qui se localisent au niveau intercellulaire. Certaines d’entre elles comme JAM-A étant
directement impliquées dans la migration trans-endothéliale des leucocytes. (Furuse, 2010;

Zhang and Lei, 2016)

JAM-B (aussi appelée VE-JAM) a une distribution restreinte aux cellules endothéliales de
différents vaisseaux, mais surtout dans les veinules endothéliales hautes (HEVs), qui sont des
portes d'entrée dans les tissus lymphatiques pour les lymphocytes transportés par le sang. JAM-
A et JAM-C ont une plus large distribution que JAM-B. Elles sont exprimées par un large
nombre de cellules notamment les plaquettes, les leucocytes et les cellules endothéliales
vasculaires, y compris les HEVs ainsi que les cellules endothéliales lymphatiques. Les JAMs
essentiellement les JAM-A possédent un motif de liaison au domaine PDZ, a travers lequel elles
peuvent se lier a d'autres protéines de jonction serrées contenant un domaine PDZ, comme la
protéine ZO-1, Partitioning defective 3 homolog (PAR-3) et Afadin 6 (AF-6). (Bazzoni, 2003;
Zhang and Lei, 2016)

Les domaines extracellulaires de I’ensemble des JAMs forment des interactions homotypiques.
Par contre, JAM-B avec JAM-C sont les seules qui peuvent former une interaction
hétérotypique. Les JAMs interagissent également avec les intégrines. Par exemple JAM-A
interagit avec I’intégrine alLP2. Ce type d’interactions permet des associations de cellules
hétérotypiques par exemple entre les cellules endothéliales et les leucocytes. De ce fait, les
JAMs jouent un rdle important dans de la migration trans-endothéliale vers les sites
inflammatoires. L'inflammation des tissus peut induire la redistribution des JAMs sur le coté
luminal des cellules endothéliales, entrainant une augmentation de I'arrét des leucocytes sur la

couche endothéliale, suivie d'une migration trans-endothéliale accrue. (Hintermann et al., 2016)

Les molécules d'adhérence jonctionnelle classiques JAM-A, JAM-B et JAM-C régulent la
perméabilité vasculaire, la polarité cellulaire ainsi que le recrutement et la migration trans-
endothéliale des leucocytes dans les tissus inflammatoires. Par exemple, les souris dont le géne
codant pour JAM-A a été invalidé, présentent non seulement une forte perméabilité intestinale

mais également une augmentation de 1’inflammation. (Severson and Parkos, 2009)
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De plus, ces 3 protéines transmembranaires (occludines, claudines, JAMs) s’associent avec des
protéines cytosoliques telle que la famille Membrane-Associated GUanylate Kinase (MAGUK)
dont ZO-1 est le membre le plus connu. ZO-1 peut interagir directement avec I’actine comme
elle peut interagir avec des protéines liant I’actine comme 1’a-caténine, a-actinine ou la
vinculine. Dans les vaisseaux de faible diameétre, ZO-1 est présente dans les jonctions serrées

et dans les jonctions adhérentes. (Furuse, 2010)

Les jonctions serrées sont stabilisées par les jonctions adhérentes. Il est méme admis qu’il existe
une interconnexion entre les deux types de jonctions. L’organisation des jonctions serrées a été
altérée apres un blocage des jonctions adhérentes dans les cellules épithéliales. (Dejana, 2004,
Dejana et al., 2008) De plus, I’expression de la VE-cadhérine et son regroupement aux niveaux
des jonctions sont un prérequis pour I’expression de la claudine-5. Ainsi, il a été montré que le
taux d’expression de la claudine-5 est trés élevé dans une lignée de cellules endothéliales
surexprimant la VE-cadhérine par rapport au controle. Ces résultats ont été confirmés dans des

cellules endothéliales dont le géne de la VE-cadhérine a été invalidé. (Taddei et al., 2008)

4. Jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes forgent des liens physiques entre deux cellules adjacentes pour assurer
la cohésion de la barriére et I’intégrité de sa fonction. Les jonctions adhérentes sont constituées
selon nos connaissances actuelles d’un complexe multiprotéique incluant essentiellement les

cadhérines et les caténines.

Les cellules endothéliales expriment trois cadhérines majeures, la Vascular Endothelial
Cadherin (VE-cadhérine), la VE-cadhérine-2 (protocadhérine 12), la N- (Neural) et T-
cadhérine (cadhérine 13) mais seule la premiere participe systématiquement a 1’organisation
des jonctions adhérentes. Comme les autres cadhérines connues, le domaine extracellulaire de
la VE-cadhérine favorise une adhérence homotypique, dépendante du calcium (Ca®"). Le
domaine intracellulaire de la VE-cadhérine interagit avec trois protéines cytoplasmiques
appelées caténines : B-caténine, p120 caténine et plakoglobine. La B-caténine et la plakoglobine
a leur tour lient l'a-caténine. L’association des jonctions adhérentes a 1’actine est nécessaire
pour 1’assemblage et le maintien de la jonction. (Dejana et al., 2009; Komarova et al., 2017,

Telo’ et al., 1998; Wallez and Huber, 2008)
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B. La VE-cadhéine : stabilité des jonctions et contréle de la

perméabilité de la barriére endothéliale

I.  Structure
La VE-cadhérine est une glycoprotéine transmembranaire de 125 kDa. Elle fait partie de la
famille des cadhérines classiques de type II. Sa partie extracellulaire (ectodomaine) est
constituée de 5 domaines extracellulaires EC (EC1-5) avec le domaine EC-5 proche de la
membrane plasmique. La VE-cadhérine s’engage dans des liaisons homotypiques dépendantes
du Ca?*. La saturation des sites de fixation de ce dernier assure la rigidité de 1’ectodomaine.

(Dejana and Vestweber, 2013)

La VE-cadhérine s’auto-associe et forme une unit¢ d’adhérence. Il a été suggéré pendant
plusieurs années et par plusieurs équipes que les molécules de VE-cadhérine de deux cellules
adjacentes interagissent entre elles pour former une structure hexamérique antiparallé¢le et
hélicoidale. (4l-Kurdi et al., 2004,; Hewat et al., 2007, Legrand et al., 2001) La structure précise
de ’hexamére constitué de dimeéres ou de trimeres est encore 1’objet de débats et d’études

structurales. (Brasch et al., 2011)

En plus de son domaine extracellulaire, la VE-cadhérine posséde un domaine transmembranaire
et un autre cytosolique qui contient des séquences Catenin Binding Domain (CBD) permettant
ainsi son interaction avec p120-caténine, B-caténine et plakoglobine. Ces deux dernieres se lient
a ’o-caténine qui a son tour intéragit d’une fagon directe ou indirecte aux filaments d’actine du

cytosquelette (Figure 7). (Dejana and Vestweber, 2013, Rho et al., 2017)

La dissociation de la VE-cadhérine de ses partenaires rend la barriere endothéliale vulnérable,
celle-ci perdant son intégrité et sa fonction de barriere. Ainsi, les cellules endothéliales des
souris transgéniques exprimant un mutant de VE-cadhérine dépourvu de son domaine
intracellulaire sont incapables de former une barriere endothéliale inteégre et jointive. (Carmeliet

et al., 1999)
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Figure 7. Le complexe d’adhérence de la VE-cadhérine. La VE-cadhérine se lie avec la B-caténine
(B-cat), la plakoglobine (plako) et la p120-caténine (p120). L’a-caténine se lie indirectement a la VE-
cadhérine via son interaction avec plako et B-cat. Elle interagit également avec I’actine et renforce les
jonctions adhérentes. (Dejana et al., 2008)

II. Partenaires et interactions de la VE-cadhérine
1. p-caténine

1.1. Structure de la B-caténine

La B-caténine est une protéine de 781 AA chez 'Homme, présente au niveau des jonctions
adhérentes. Elle est dotée de deux régions N- et C-terminales flexibles et d'une région
centrale (AA 141-664) constituée d’une répétition de 12 motifs Armadillo (environ 42
résidus par motif) suivie d’une hélice spécifique conservée (hélice-C). Chaque motif est
constitué¢ de trois hélices disposées sous forme triangulaire. L’ensemble de ces petites
hélices confere a la B-caténine une structure de super-hélice (Figure 8). (Valenta et al.,

2012; Xing et al., 2008)

w /ey Helix C

Figure 8. Représentation schématique de la structure de la p-caténine. La B-caténine posséde deux
régions N- (verte) et C-terminales (rouge) flexibles et d'une région centrale constitué¢e d’une répétition
de 12 motifs Armadillo suivie d’une hélice spécifique conservée (hélice-C, rouge). Chaque motif est
constitué de trois hélices (jaune, vert et bleu) disposées sous forme triangulaire. L’ensemble de ces
petites hélices confére une structure de super-hélice a la B-caténine. (Xing et al., 2008)
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1.2. Régulation des interactions de la B-caténine avec ses partenaires
La B-caténine interagit non seulement avec la VE-cadhérine et I’a-caténine mais aussi avec des
coactivateurs transcriptionnels tel que BCL9 et la protéine de liaison a TATA Box (TBP); des
facteurs de transcription telle que 7-cell factor/lymphoid enhancer factor (TCF/Lef) et des
inhibiteurs de facteurs de transcription comme inhibitor of p-catenin and T cell factor (ICAT)
ainsi que les protéines du complexe de destruction de la B-caténine : Adenomatous Polyposis

Coli (APC) et axine (Figure 9). (Valenta et al., 2012)
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Figure 9. Représentation schématique de la structure de la f-caténine et quelques exemples de ses
interactions. La [-caténine interagit avec les protéines de jonctions adhérentes (cadhérine et o-
caténine), des co-activateurs de transcriptions (BCL9), des facteurs de transcriptions (TCF/Lef) et des
inhibiteurs de facteurs de transcriptions (ICAT) et avec les protéines du complexe de dégradation (APC
et Axine). Modifiée a partir de (Valenta et al., 2012) NTD : domaine N-terminal, CTD : domaine C
terminal de la B-caténine, TCF/Lef: T-cell factor/lymphoid enhancer factor, ICAT : inhibitor of f5-
catenin and T cell factor, APC : Adenomatous Polyposis Coli.

En conditions physiologiques, la B-caténine joue un rdle important dans le maintien et la
stabilit¢ des jonctions adhérentes en liant la VE-cadhérine aux filaments d’actine du
cytosquelette, assurant ainsi une fonction de barriere. Il a été¢ montré in vitro que le domaine
cytoplasmique de la VE-cadhérine humaine recombinante (rVE-cad-CPD) a un effet inhibiteur
compétitif de I’interaction entre la VE-cadhérine et la B-caténine endogénes dans un modele de
cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC). Dans la méme étude, la
transfection de rVE-cad-CPD ex vivo dans des veinules coronaires porcines saines, a induit une

hyperperméabilité microvasculaire. (Guo et al., 2004)

Sous I’effet des médiateurs inflammatoires favorisant la perméabilité endothéliale, I’ interaction
de la VE-cadhérine avec la B-caténine peut étre perturbée d’une fagon réversible et transitoire.
L’histamine, par exemple, modifie transitoirement 1’interaction entre la VE-cadhérine et la -
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caténine dans un mod¢le de cellules HUVEC et par conséquent augmente leur perméabilité
endothéliale. La B-caténine utilise les mémes résidus d'acides aminés pour interagir avec la VE-
cadhérine et ICAT. De ce fait, ICAT est considéré comme un inhibiteur compétitif de la liaison
de la VE-cadhérine a la B-caténine. Ainsi, la transfection de la protéine de fusion FLAG-ICAT
dans les cellules endothéliales in vifro induit non seulement une diminution de 1’interaction
entre la VE-cadhérine et la B-caténine d’une fagcon dose-dépendante mais permet également de

prolonger la durée d'hyperperméabilité induite par I'histamine. (Guo et al., 2008)

La B-caténine peut également se lier a I’a-caténine avec des parties distales de son extrémité N-

terminale et son premier motif Armadillo a proximité.(Xing et al., 2008)

L’interaction de la B-caténine avec ses partenaires peut étre régulée par des modifications post-
traductionnelles telles que la phosphorylation de ses résidus Sérine/Thréonine ou Tyrosine
(Figure 10). En ce qui concerne la régulation de I’interaction de la B-caténine avec la VE-
cadhérine et I’a-caténine, deux tyrosines sont connues : Y654 et Y 142 respectivement. (Valenta

etal, 2012)
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Figure 10. Protéines kinases et leurs résidus cibles de la p-caténine. Les résidus cible de GSK3[
(S33, S37 ou T41), de CKla (S45), de Src (Y333), de AKT (S552) ou de PKA (S675) favorisent la
dégradation de la B-caténine. La phosphorylation du résidu Y654 (violet) diminue 1’affinité avec la VE-
cadhérine. (Valenta et al., 2012) S : résidu sérine ; Y: résidu tyrosine ; CKla : Caséine Kinasela ;
GSK : Glycogen Synthase Kinase ; PKA : Proteine Kinase A ; AKT : Proteine Kinase B.
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La B-caténine non phosphorylée sur le résidu Y654 présente une extrémité C-terminale repliée
essentiellement sur 1’hélice-C 1’empéchant ainsi d’interagir avec les coactivateurs
transcriptionnels de cette zone. (Xing et al., 2008) Suite a la phosphorylation du résidu Y654,
la B-caténine peut changer de conformation en adoptant une structure ouverte (sans le
repliement) qui bloque ses interactions. Cette phosphorylation stabilise la nouvelle
conformation de la B-caténine en favorisant une deuxiéme phosphorylation médiée par la

protéine kinase A (PKA) sur la S675 au niveau de I’hélice-C (Figure 10). (Valenta et al., 2012)
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Des expériences in vitro dans des modeles de cellules épithéliales et cancéreuses ont montré
que l'interaction entre la B-caténine et les cadhérines était régulée par la phosphorylation de

laY654-B-caténine. (Piedra et al., 2001, Roura et al., 1999; Tominaga et al., 2008)

D’autre part, in vivo, un modele phosphomimétique (phosphorylation constitutive) chez la
souris Y654E-B-caténine. Ce modele largement utilis€ pour comprendre 1’importance de la
phosphorylation du résidu Y654 de la B-caténine a permis de mettre en évidence : une
diminution d’interaction entre la B-caténine et les cadhérines, une augmentation de 1’activité de
la voie Wnt et une augmentation de la phosphorylation de la S675 dépendante de la PKA. (van
Veelen et al., 2011)

De plus, les fibroblastes embryonnaires issus de souris Y654E-B-caténine présentent des
interactions entre la B-caténine et les cadhérines nettement altérées par rapport aux cellules
issues de souris sauvages. Bien que l'interaction réduite entre la Y654E-B-caténine et les
cadhérines suggere un défaut d'adhérence cellulaire, la formation de structures épithéliales dans
les embryons Y654E-B-caténine n'a pas été altérée. (van Veelen et al., 2011) Ceci suggere qu'il
existe in vivo un mécanisme de compensation, ou que la phosphorylation de Y654 seule n'est
pas suffisante pour détruire compleétement les jonctions de cadhérines exprimées par les cellules
épithéliales. L’effet exercé par cette phosphorylation de Y654--caténine sur les jonctions entre

cellules endothéliales n’est pas encore connu.

La phosphorylation du résidu Y 654- B-caténine est effectuée par des récepteurs tyrosine kinases
tels que le récepteur pour le facteur Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) ou par la c-src
kinase ; d’autres tyrosines kinases sont également impliquées, telle que la proteine de fusion
BCR-ABL dans des cellules de leucémie myé¢loide chronique. (Coluccia et al., 2007; Valenta
etal, 2012)

La déphosphorylation du résidu Y654-B-caténine est effectuée par la protéine tyrosine
phosphatase 1B (PTP1B) qui se lie directement au domaine cytoplasmique de la cadhérine. (Xu
etal., 2004)

Cependant, la surexpression de K-Ras qui phosphoryle a la fois les résidus Y654 et Y142 de la
B-caténine, inhibe I’interaction de cette derniére avec 1’E-cadhérine et 1’a-caténine dans les
cellules épithéliales intestinales IEC-18. (Piedra et al., 2003) Dans la méme étude, il a été

montré que la surexpression de la protéine de fusion GST-f-caténine (GST pour glutathione S-
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transférase) est phosphorylée in vitro sur le résidu Y 142 par les tyrosines kinases Fyn et Fer en
favorisant ainsi la dissociation de la B-caténine avec l’a-caténine. Ces résultats ont été
confirmés par I'utilisation d’un mutant Y142F B-caténine non phosphorylable. (Piedra et al.,

2003)

Dans un modéle d’étude de la perméabilité induite par le VEGF (capable d’induire la
phosphorylation du résidu Y654) chez la souris, il a été rapporté que la protéine Focal-Adhesion
Kinase (FAK) dépendante du VEGF phosphoryle la B-caténine sur le résidu Y142. Cette
phosphorylation de Y142 induite par FAK ainsi que la phosphorylation de Y654 induite par le
VEGEF favorisent la dissociation entre la VE-cadhérine et la B-caténine. Par contre, les mutants
Y 142F ou Y654F-B-caténine (non phosphorylables) empéchent cette dissociation induite par le
VEGF. (Chen et al., 2012)

1.3. La B-caténine : role de structure et de signalisation Wnt
Le complexe cadhérine-caténine est doté d’interactions dynamiques. Ainsi, [’adhérence
cellulaire au niveau des jonctions adhérentes peut favoriser la libération de la B-caténine dans

le cytoplasme et donc favoriser son activité de signalisation.

La B-caténine, en plus de jouer un réle d'adhésif cellulaire, est un effecteur nucléaire clé de la
voie de signalisation Wnt (Figure 11). Wnt est une protéine extracellulaire qui en interagissant
avec ses récepteurs de la famille Frizzled (Fzd) et les co-récepteurs Low-Protein Lipoprotein
Receptor-Protein (LRP) induit des signalisations intracellulaires impliquées dans différents
processus, notamment dans 1’embryogenése, la morphogenése et la prolifération tumorale.

(Yang, 2012)

L’interaction entre les différentes isoformes de Wnt et leurs récepteurs, par exemple
I’interaction entre Wntl aux récepteurs Fzd et les co-récepteurs LRP5/6 déclenche une
signalisation canonique médiée par la B-caténine. L’interaction du ligand aux récepteurs
induit le recrutement de la protéine cytoplasmique Disheveled (Dvl) au niveau de la membrane
plasmique favorisant son oligomérisation ainsi que son activation. Par le biais de Dvl, Wnt
inhibe la dégradation de la PB-caténine par le complexe de destruction (Figure 11). Par
conséquent, le taux de la B-caténine cytosolique devient important. Elle est transloquée par la

suite dans le noyau. (Valenta et al., 2012)
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La B-caténine nucléaire interagit avec le complexe TCF/Lef et le dissocie du complexe de
séquestration Groucho et du-transducin-like Enhancer (TLE). L’ensemble de ces événements
permet la transcription des génes cibles tel que cyclin D1 et c-myc impliqués dans la

prolifération cellulaire. (Valenta et al., 2012; Zhang and Lei, 2016)

En absence du ligand Wnt, la B-caténine cytosolique est prise en charge par le complexe de
destruction, qui contient les protéines adaptatrices axine et APC en plus des kinases Glycogen
synthase kinase 3f (GSK3p) et Caséine Kinasel (CK1). La B-caténine est phosphorylée par
GSK3p sur ses résidus S33 et S37 ce qui permet le recrutement de B-TrCP qui entraine son
ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome. Dans ce cas, La transcription des génes
cibles de Wnt est réprimée par la séquestration de TCF/Lef dans un complexe avec la protéine

répressive TLE/Groucho. (Valenta et al., 2012; Zhang and Lei, 2016)

Par conséquent, du fait de son expression ubiquitaire, une régulation altérée de la B-caténine est
associée a de nombreuses pathologies comme le cancer de I’intestin, la fibrose pulmonaire

idiopathique ou la polyarthrite thumatoide. (Miao et al., 2013)

Ainsi, il a été montré que les souris hétérozygotes B-caténine Y63+ Y634E

expriment de maniere
constitutive la Y654 sous sa forme phosphorylée, qui conduit & une signalisation Wnt
constitutive, développent des adénomes intestinaux et présentent une augmentation du nombre
de tumeurs intestinales. Ces effets seraient liés au complexe de destruction de la B-caténine

defectueux en raison de la perte de 'APC.(van Veelen et al., 2011)
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Figure 11. Les deux réoles majeurs de la B-caténine dans le maintien des jonctions adhérentes et
dans la signalisation Wnt. (1) La B-caténine joue un role dans la stabilité des jonctions adhérentes en
connectant la cadhérine a I’a-caténine et a I’actine du cytosquelette. Quand la B-caténine est cytosolique,
(2) elle est soit dégradée par le complexe de destruction (en absence de Wnt) soit (3) elle est transloquée
dans le noyau (signalisation Wnt active). Sa translocation nucléaire lui permet d’activer la transcription
des genes cibles de Wnt. (Valenta et al., 2012) o : a-caténine, APC : Adenomatous Polyposis Coli, CK1
: Caséine Kinasel, GSK3 : Glycogen synthase kinase 3, TF : facteur de transcription, TCF : T-cell factor
enhancer factor, CTTA : C-Terminal Transcriptional Activators, NTTA : N-Terminal Transcriptional
Activators. WRE : Wnt reponse Element.

2. a-caténine

2.1. Structure et caractérisation des interactions de I’a caténine
L’a caténine a une structure différente des autres caténines et elle participe aussi aux jonctions

adhérentes. Elle est constituée de trois Vinculin Homology Domain (VH) et forme de multiples
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faisceaux d’hélices comprenant principalement quatre hélices-o comme dans la structure des

domaines de la vinculine. (Hartsock and Nelson, 2008)

L’a-caténine interagit avec la B-caténine par son domaine N-terminal (Figure 12). Grace a son
domaine central, elle interagit avec les protéines liant I’actine (actin binding protein) telle que
la vinculine. A I’aide de son domaine C-terminal, ’a-caténine se lie aux filaments d’actine du

cytosquelette. (Takeichi, 2018)

Jusqu’en 2005, I’a-caténine était considérée comme une protéine intermédiaire connectant la
B-caténine 1’actine du cytosquelette permettant ainsi la stabilisation du complexe jonctionnel a
base de VE-cadhérine via un ancrage aux filaments d’actine. Cependant, cette conclusion a été
remise en question apres la découverte que 1I’a-caténine ne peut interagir simultanément avec
la B-caténine et les filaments d’actine dans un mode¢le de liaison in vitro. En effet, I’a-caténine
sous sa forme homodimérique se lie aux filaments d’actine et induit leur polymérisation. En
revanche, elle ne peut interagir avec la B-caténine que sous sa forme monomérique en raison de
chevauchement entre la séquence d’interaction et celle d’homodimérisation entre les résidus

57-143 sur 'a-caténine (Figure 12). (Drees et al., 2005; Yamada et al., 2005)
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Figure 12. Représentation schématique de I’a caténine et de ses interactions protéiques. L’ o-
caténine interagit avec la B-caténine via une séquence entre les AA 54 a 148 ; avec la ZO-1 via une
séquence entre les AA 631 a 906, avec ’actine via le domaine Vinculin Homology Domain 3 (VH3).
La zone encadrée représente la séquence de dimérisation de 1’a-caténine, qui est chevauchante avec la
séquence d’interaction avec la B-caténine. (Hartsock and Nelson, 2008)

Pour expliquer la possibilité d’interaction de I'a-caténine a la fois avec la -caténine et avec les
filaments d’actine, il a été suggéré que le regroupement des cadhérines au niveau des jonctions
adhérentes engendre une augmentation locale des taux de I’a-caténine membranaire et favorise

son homodimérisation dans le cytosol. Ce modele prédit que l'interaction de 1'a-caténine avec
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le complexe cadhérine/B-caténine est dynamique ce qui permet a l'a-caténine monomérique de
se dissocier du complexe jonctionnel afin de s’homodimériser dans le cytoplasme. (Drees et

al., 2005; Hartsock and Nelson, 2008)

La dissociation entre I’a-caténine et la VE-cadhérine est nécessaire pour la perméabilité
vasculaire et le recrutement leucocytaire. Une étude in vivo a été menée sur des souris
génétiquement modifiées qui expriment la protéine de fusion VE-cadhérine-a-caténine. Ces
souris transgéniques présentent des jonctions inter-endothéliales fortement stabilisées,
provoquant une résistance de ces souris a I’induction de la perméabilit¢ endothéliale par le
VEGF ou I’histamine ainsi qu’au recrutement des lymphocytes et des neutrophiles aux sites

inflammatoires. (Schulte et al., 2011)

L’a-caténine possede des sites de phosphorylation tels que les résidus S655, S652 et S641. 11 a
été montré que 1’a-caténine est phosphorylée sur la S641 par la caséine kinase 2 (CK2), ce qui
semble favoriser d'autres phosphorylations séquentielles par CK1 sur les résidus S652, S655 et
T658. La surexpression des mutants phosphomimétiques ou non phosphorylables de ces résidus
in vivo chez la drosophile et in vitro dans les cellules épithéliales Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) suggere que la phosphorylation de la S641 de 1’a-caténine favorise la fonction

adhésive de cette derniére avec la cadhérine. (Escobar et al., 2015)

Des ¢études de « knock-out » ciblées montrent que I'a-caténine joue un role indispensable dans
I'adhérence cellulaire et la morphogenese des tissus. Il a ét€ montré in vivo que la drosophile
déficiente en a-caténine présente un dysfonctionnement de 1'embryogenese et de 1'ovogenese.

Ces défauts ont été associés a une perte de fonction de la cadhérine.(Sarpal et al., 2012)

2.2. Role non jonctionnel de I’a-caténine
L’a-caténine non jonctionnelle peut jouer différents roles. Cette caténine peut étre un
effecteur nucléaire inhibiteur de la B-caténine. Il a été rapporté que 1'a-caténine est colocalisée
avec la B-caténine dans le noyau. L’inhibition de la B-caténine avec un ARN interférent a
favorisé la redistribution de I’a-caténine dans le cytoplasme. Ceci démontre que la localisation
de I’a-caténine dépend de la B-caténine. De plus, I’a-caténine inhibe la transcription de certains
genes sous I’influence de la voie de signalisation Wnt/B-caténine. Ainsi, les fibroblastes de peau
humaine déficients en a-caténine et activés avec Wnt3a montrent une expression accrue de

genes cibles de Wnt, tels que AXIN2, NKD1 et LEF1. (Daugherty et al., 2014)
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Récemment, il a ét¢ montré que 1’a-caténine sous sa forme homodimérique ne participant pas
a la formation des jonctions, est recrutée a la membrane plasmique a 1’avant des cellules
migrantes d'une maniére dépendante de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). La transfection
stable de cellules de carcinome épidermoide A431D (caractérisée par I’absence d’expression
de cadhérines et de caténines) avec un plasmide codant pour la protéine de fusion GFP-a-
caténine a révélé une localisation membranaire de cette a-caténine exogene. Dans la méme
étude, il a été montré par résonnance plasmonique de surface que ’homodimére de I’a-caténine
fixe sélectivement les wvésicules lipidiques contenant du phosphatidylinositol-3.,4,5-
trisphosphate (PIP3) avec une forte affinité. La fixation du PIP3 requiert les résidus basiques,
lysine (K) 488, K493 et arginine (R) 496. Ainsi, le mutant KRR-a-caténine entraine une
diminution du recrutement membranaire, une adhérence inter-cellulaire faible et une migration

cellulaire altérée. (Wood et al., 2017)

Les cellules en cours de migration établissent un axe de polarité avant-arriere. L’a-caténine
extra-jonctionnelle homodimérique est ancrée a la membrane plasmique en se liant au PIP3 (au
niveau du point d’attaque) a 1’avant des cellules en cous de mouvement (Figure 13). Suite a la
phosphorylation de la B-caténine sur le résidu Y654, le complexe pY 654-p-caténine/a-caténine
jonctionnelle est transloqué vers le cytosol, ou I’a-caténine se lie a p115RhoGEF et active la
myosine-IIB au niveau péri-nucléaire sous I’action de RhoA. Cette voie de signalisation induite
par le complexe a-caténine-B-caténine non-jonctionnelle permet de stabiliser la polarité avant-

arriere de la cellule durant sa migration (Figure 13). (Takeichi, 2018; Vassilev et al., 2017)
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Figure 13. Exemples de fonctions de I’o-caténine jonctionnelle et extra-jonctionnelle. (a) L’ a-
caténine jonctionnelle monomérique est importante pour la cohésion cellulaire en liant le complexe
jonctionnel VE-cadhérine/B-caténine/p120 au cytosquelette d’actine. (b) L’a-caténine extra-
jonctionnelle homodimérique est ancrée a la membrane plasmique en se liant au PIP3 (non illustré) a
I’avant des cellules (leading edge) en cours de migration. Suite a la phosphorylation de la B-caténine sur
le résidu Y654, le complexe pY654-B-caténine/a-caténine se dissocie des jonctions et migre vers le
cytosol, ou I’a-caténine se lie a pl I5SRhoGEF, puis active a son tour la myosine-1IB ce qui permet de
stabiliser la polarité avant/arriére de la cellule. (Takeichi, 2018)

3. p120-caténine (p120)

La pl120-caténine (pl120) est une protéine cytosolique présente au niveau des jonctions
adhérentes. La p120, la B-caténine et la plakoglobine appartiennent a la méme famille. La p120
possede 10 motifs répétés Armadillo, une région N- et C-terminales (Figure 14). Contrairement
aux autres caténines, la région C-terminale de la p120 ne posséde pas de motif de liaison au

domaine PDZ (Hartsock and Nelson, 2008)
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Figure 14. Représentation schématique de la structure de p120 et ses principales interactions. La
p120 interagit principalement avec les cadhérines et la RhoA GTPase. (Hartsock and Nelson, 2008)

La p120 interagit avec la VE-cadhérine au niveau d'une séquence octapeptidique hautement
conservée (YDEEGGGE) dans le domaine juxta-membranaire (JMD). Cette association a pour
but de stabiliser les cadhérines au niveau membranaire notamment lors de la formation des
jonctions adhérentes. Ainsi, la surexpression des mutants de la VE-cadhérine dépourvus de la
séquence octapeptidique du domaine JMD altere la fonction adhésive de la VE-cadhérine.
(Ferber et al., 2002; Hartsock and Nelson, 2008) L’interaction entre la p120 et la VE-cadhérine
dépend de la phosphorylation du résidu S879 de la p120 par la PKCa en réponse a la thrombine
ou au lipopolysaccharide (LPS). L'affinité de liaison entre la p120 et la VE-cadhérine favorise
ainsi la désorganisation des jonctions adhérentes des cellules endothéliales. (St Amant et al.,

2012)

La p120 joue un rdle critique dans le maintien de la fonction de la barriere endothéliale associée
a la VE-cadhérine. En effet, la diminution des taux d’expression de la p120 avec des ARN
interférents diminue les taux de la VE-cadhérine dans les cellules endothéliales
microvasculaires alors que I’effet inverse a été observé apres sa surexpression. (Xiao et al.,
2003) En outre, les cellules endothéliales microvasculaires dermiques transfectées avec des
ARNGsh (petits acides ribonucléiques (ARN) en épingle a cheveux (sh pour short hair)) ciblant
la p120, induit une diminution d’expression de I’a-caténine, de la P-caténine et de la
plakoglobine en plus de la VE-cadhérine, altérant ainsi la formation de la monocouche de

cellules endothéliales. (Herron et al., 2011)

En revanche, la restauration de la p120 par le biais d’une transfection stable avec la protéine de
fusion p120-1A-GFP (p120-1A est I’isoforme de la p120 endogene) a rétabli les jonctions
permettant la formation d’un tapis cellulaire. (Herron et al., 201 1) D’autre part, la surexpression
p120-1A dans les cellules endothéliales de HUVEC stabilise I'expression membranaire de la

VE-cadhérine et inhibe la migration trans-endothéliale des leucocytes. (4lcaide et al., 2008,
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2012) De plus, la surexpression de la p120 dans les HUVECs inhibe I’interaction entre la kinase
src activée (pY416-src) et la VE-cadhérine, empéchant ainsi toutes phosphorylations qui

permettent la dissociation entre cette dernicre et ses partenaires. (Garrett et al., 2017)

Au-dela de ce réle dans la stabilisation de la VE-cadhérine, la p120 protége la VE-cadhérine de
I’endocytose et de la dégradation. Il a été montré que 1’inhibition de la p120 dans les cellules
endothéliales favorise I’endocytose de la VE-cadhérine dépendante de la clathrine. (Chiasson
et al., 2009) De méme, la surexpression d’un mutant de VE-cadhérine de forte affinité pour la
p120 engendre la dégradation de la VE-cadhérine endogeéne. (Xiao et al., 2003) Cependant, la
p120 ne régule pas la fonction de la barriere uniquement en régulant les taux de VE-cadhérine
en la protégeant de 1’endocytose puisque la surexpression du mutant DEE-VE-cadhérine,
incapable d’interagir avec p120 et de subir une endocytose, n’a pas pu rétablir la fonction de la
barriére altérée évaluée par 1’étude de la résistance électrique trans-endothéliale dans les

cellules endothéliales HUVEC. (Garrett et al., 2017)

Enfin, la p120 est impliquée dans le recrutement de la plakoglobine. Ainsi, la restauration de
I’expression de la VE-cadhérine par transfection avec un adénovirus VE-cadhérine-GFP dans
des cellules endothéliales déficientes en VE-cadhérine et p120 (VE-cad 7~ et p120 7°) a montré
une co-localisation de la VE-cadhérine-GFP avec 1’a-caténine et la B-caténine au niveau des

jonctions mais pas la plakoglobine. (Herron et al., 2011)

4. Plakoglobine (y-caténine)

La plakoglobine est un paralogue de la B-caténine et constitue un autre membre de la famille
des protéines Armadillo. La plakoglobine est constituée d’une extrémité N-terminale, d’une
région centrale de 13 motifs Armadillo et d’une extrémité C-terminale avec des taux de
similarité¢ avec les domaines de la B-caténine de 57 %, 83 % et 15 % respectivement. Cette
structure lui permet d’interagir avec les mémes partenaires que la B-caténine. (Aktary et al.,
2017) La plakoglobine interagit de facon directe avec la VE-cadhérine et I’a-caténine. (Dejana,
2010, Dejana et al., 2009)

Cette interaction dépend d’une part des sites de phosphorylation de la plakoglobine et d’autre
part de la kinase impliquée. La phosphorylation du résidu Y683 de la plakoglobine par src
kinase réduit son affinit¢é pour les cadhérines et pour l’o-caténine. En revanche la
phosphorylation de Y549 dépendante de FER kinase augmente son affinité avec I’a-caténine.

(Adam, 2015)
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La plakogobine joue un réle important dans le maintien de I’intégrité de la barriere endothéliale.
L’inhibition de la plakoglobine dans les cellules endothéliales induit une redistribution de la
VE-cadhérine, désorganisant ainsi les jonctions inter-endothéliales et entrainant une
augmentation de la perméabilité. En revanche, cette inhibition n’affecte ni la prolifération ni la

migration cellulaire. (Muramatsu et al., 2017)

La plakoglobine a donc un rdle essentiel dans la régulation de 1'adhérence cellule-cellule
similaire a celui de la B-caténine. D’ailleurs, il a ét€ montré que la plakogobine peut compenser
I’absence de la B-caténine. La plakoglobine est ainsi capable de maintenir les jonctions
adhérentes en recrutant la desmoplakine et la vimentine a la place de I’a-caténine dans les
cellules endothéliales issues des embryons de souris déficientes en B-caténine. Cependant ces
jonctions endothéliales restent fragiles en réponse a une tension artérielle élevée. (Cattelino et

al,, 2003)

De plus, elle pourrait participer a la signalisation cellulaire Wnt dans les cellules €pithéliales.
La surexpression de Wntl dans des cellules épithéliales induit une augmentation de I’expression
de la plakoglobine et modifie sa localisation, entrainant une redistribution de la plakoglobine
de la membrane vers le noyau, suggérant que la plakoglobine pourrait étre un effecteur de cette
signalisation. (Aktary et al., 2017) Cependant, une étude in vivo a montré que 1’adhérence inter-
cellulaire chez des embryons de souris déficients en -caténine, est intacte malgré 1’absence de
la B-caténine. Cependant, le développement de I’axe antéro-postérieur de ces embryons est
altéré. Ces observations mettent en évidence qu’en absence de la B-caténine, alors que la
plakoglobine est capable de préserver 1’intégrité structurale d’un tissu, elle ne peut conserver

I’intégrité fonctionnelle de ce dernier. (Huelsken et al., 2000)

ITII. Régulation de la perméabilité endothéliale par le complexe VE-cadhérine

La régulation de la perméabilité endothéliale (transcellulaire ou paracellulaire) est étroitement
associée a la régulation méticuleuse de I’ouverture et de la fermeture des jonctions adhérentes.
L’état d’ouverture et de fermeture de la voie paracellulaire est la conséquence des modifications
aussi bien chimiques (modifications post-traductionnelles) que des modifications de la
localisation des composants de la jonction, principalement la VE-cadhérine. La
phosphorylation, I’endocytose et le clivage du domaine extracellulaire de la VE-cadhérine

aboutissent a la dissociation de ses partenaires. Cette dissociation aura a la fois un impact
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structural et un impact sur la transmission d’un signal extracellulaire (Figure 15). (Rho et al.,

2017)
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Figure 15. Mécanismes régulateurs de I’assemblage du complexe jonctionnel impliquant la VE-
cadhérine. Trois voies principales régulent le complexe adhésif de VE-cadhérine participant a la
régulation de la perméabilité endothéliale. (1) La phosphorylation du domaine intracellulaire de la VE-
cadhérine par différentes kinases (PAK, src, FAK) conduit a la dissociation du complexe VE-
cadhérine/caténines. (2) L’internalisation de la VE-cadhérine dans des vésicules revétues de clathrine
(CCV), dépend de la phosphorylation de la p120 et de la VE-cadhérine et (3) du clivage protéolytique
(shedding) de I’ectodomaine de la VE-cadhérine. (4) Les forces mécaniques et la tension exercées sur
I'adhérence cellulaire, notamment a travers le cytosquelette d'actine et les Rho GTPases. (Gavard, 2013)

1. Modifications post-traductionnelles : 1a phosphorylation

L’intégrit¢ du complexe jonctionnel VE-cadhérine/caténines dépend d’un mécanisme de
phosphorylation /déphosphorylation, dans la majorité des cas, un stimulus qui affecte 1’intégrité
de la barriere endothéliale joue sur cet état de phosphorylation des protéines du complexe

jonctionnel et notamment sur la VE-cadhérine. (4dam, 2015)

La VE-cadhérine possede neuf résidus tyrosines phosphorylables au niveau de son domaine
cytoplasmique (Figure 16). L utilisation des mutants non phosphorylables (Y658F-, Y685F ou
Y731F-VE-cadhérine) ou des phosphomimétiques (Y658E-, Y685E ou Y731E-VE-cadhérine)
de chacun de ces résidus a montré que 1’état de phosphorylation de Y658, Y685 et Y731 est

important dans la régulation de la perméabilité vasculaire et dans la migration trans-
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endothéliale. (Adam, 2015; Allingham et al., 2007; Garrettetal., 2017; Rho et al., 2017, Wessel
et al., 2014) Nous pouvons retenir que ces tyrosines sont impliquées dans I’interaction de la
VE-cadhérine avec ses partenaires. La Y658 se trouve dans la séquence d’interaction avec la
p120 ; les résidus Y685 et Y731 sont localisés dans les domaines d’interaction avec la tyrosine-

protéine C-terminal Src Kinase (CSK) et la B-caténine respectivement. (Dejana et al., 2008)

Membrane plasmique
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Figure 16. Les résidus tyrosines phosphorylables du domaine cytoplasmiques de la VE-cadhérine.
La VE-cadhérine interagit avec ses partenaires via son domaine intracellulaire qui posséde neuf résidus
tyrosine susceptibles d’étre phosphorylés et pouvant donc modifier les interactions entre la VE-
cadhérine et les autres protéines du complexe jonctionnel. Modifié a partir de (Blaise et al., 2015).

L’importance et I’implication dans la perméabilité des différents sites de phosphorylation de la
VE-cadhérine ont été largement démontrées in vitro sur les cellules HUVEC transfectées par

les différents mutants et in vivo sur des souris transgéniques.

La surexpression du mutant non phosphorylable Y658F-VE-cadhérine dans les HUVECs
déficientes en p120 (p120 ") permet de restaurer la fonction de la barriére endothéliale évaluée
en utilisant le systéme de mesure de la résistance €lectrique trans-endothéliale. (Garrett et al.,
2017) Une autre étude a montré que les cellules ovariennes de hamster chinois (CHO)

transfectées avec les mutants Y685E- ou Y731E-VE-cadherine ne présentent pas de liaison
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entre la VE-cadhérine et la p120 ou la B-caténine respectivement. De plus, la transfection de ce
méme type cellulaire par un double mutant non phosphorylable Y658F/ Y731F-VE-cadhérine
a diminué d’une facon drastique la perméabilité induite par le pervanadate, un inhibiteur de

phosphatase. (Potter et al., 2005)

D’autre part, le traitement des cellules microvasculaires pulmonaires humaines par le VEGF
qui, comme je I’ai déja mentionné, augmente le passage des protéines plasmatiques et des
fluides (sang et lymphe), a induit la phosphorylation de VE-cadhérine et de la B-caténine sur
Y731 et Y654 respectivement, empéchant ainsi leur interaction. Dans la méme étude,
I’expression du double mutant Y658F/Y731F-VE-cadhérine bloque la perméabilité induite par
le VEGF. (Monaghan-Benson and Burridge, 2009)

Dans un contexte inflammatoire la régulation de la perméabilité est importante afin de permettre
le passage des leucocytes. Allingham et al. ont montré que les HUVECs exprimant Y658F- ou
Y731F-VE- cadhérine inhibent la migration trans-endothéliale des neutrophiles. (Allingham et
al., 2007)

L’implication des résidus Y685- et Y731-VE-cadhérine dans la perméabilité vasculaire et la
migration trans-endothéliale a également été validée in vivo en utilisant des souris transgéniques
Y731F- et Y685F-VE-cadhérine. Cette étude a rapporté que la phosphorylation de la Y731-VE-
cadhérine est constitutive in vitro dans les HUVECs et in vivo dans les poumons de souris. La
déphosphorylation de la Y731 est due de maniere spécifique a I’adhérence des leucocytes, étant
donné que le traitement avec le VEGF, I’histamine ou le TNF-a n’a présenté aucun effet sur
I’¢état de phosphorylation du résidu Y731-VE-cadhérine. En revanche, ces stimuli ont augmenté
la phosphorylation de la Y685-VE-cadhérine ainsi que la perméabilité vasculaire. (Wessel et
al., 2014)

Le taux de phosphorylation de la VE-cadhérine est régulé par un équilibre entre des kinases
comme src kinase et des phosphatases telle que la VE-protéine tyrosine phosphatase (VE-PTP)
et la src homology phosphatase (SHP2). (Adam, 2015)

Ainsi, la co-transfection dans les cellules CHO de plasmides codant la VE-cadhérine et la src
kinase active a induit une augmentation de la phosphorylation de Y658-VE-cadhérine.

L’inhibition de Src kinase a aboli cette phosphorylation. (Wallez et al., 2007)
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De plus, il a ét¢ montré que le regroupement des molécules d’adhérence ICAM-1 dans les
cellules HUVEC induit la phosphorylation de la VE-cadhérine sur les résidus Y658 et Y731,
qui sont localisés dans les sites d’interaction avec la p120 et avec la B-caténine respectivement.
Cette phosphorylation nécessite I’activation de Src kinase et de la Protéine tyrosine kinase-2

(Pyk2) dépendantes de ICAM-1. (Allingham et al., 2007)

La VE-PTP est connue pour son association a la VE-cadhérine pour maintenir son état
déphosphorylé, favorisant ainsi sa fonction adhésive. Le role de la VE-PTP a été étudié dans
les cellules endothéliales de la barriere hémato-encéphalique murine bEnd5 qui ont la
particularité¢ de former une monocouche cellulaire caractérisée par une résistance éléctrique
trans-endothéliale trés élevée. (Yang et al., 2007) Les cellules bEnd5 déficientes en VE-PTP
(bEnd5 VE-PTP™") présentent une perméabilité endothéliale et une migration trans-endothéliale
accrue des neutrophiles. De plus, quand la VE-PTP est inhibée, la phosphorylation de Y685-
VE-cadhérine augmente alors que SHP2 déphosphoryle la Y731-VE-cadhérine, ce qui permet
le recrutement du complexe Adaptor-related Protein complex 2 (AP-2) au niveau du domaine
cytoplasmique de la VE-cadhérine induisant ainsi ’endocytose de la VE-cadhérine. (Wessel et

al,, 2014)

Enfin, la dissociation de la VE-PTP de la VE-cadhérine peut étre induite par I’adhérence des
neutrophiles ou des lymphocytes T sur les cellules endothéliales murine bEndS5 prétraitées avec
le TNF-a, ce qui favorise la phosphorylation de la VE-cadhérine, de la B-caténine et de la
plakoglobine. (Nottebaum et al., 2008)

Ainsi, la perméabilité endothéliale dépend de I’intégrité du complexe jonctionnel régulée par la
phosphorylation/déphosphorylation de résidus tyrosines de ses composants. Les modifications
des états de phosphorylation de ces résidus peuvent étre régulées par des agents augmentant le
passage des protéines plasmatiques et des fluides (sang et lymphe) tels que le VEGF, la
bradykinine ou la thrombine ou par 1’adhérence des leucocytes grace a la liaison entre les

intégrines leucocytaires et les molécules d’adhérence endothéliales. (Adam, 2015)
2. Modifications de position et de structure

2.1. Endocytose de la VE-cadhérine
Le mécanisme de I’endocytose de la VE-cadhérine a été décrit la premiére fois dans un modéele

de cellules endothéliales HUVEC soumises a un traitement avec du VEGF. En interagissant
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avec son récepteur VEGFR2, le VEGF active la kinase Src qui phosphoryle la protéine vav2,
un facteur d'échange guanine-nucléotide (GEF), afin d’activer la GTPase Rac. L’activation de
cette derniére permet la phosphorylation de la VE-cadhérine par le biais d’une voie p21-
activated kinase (PAK). Les sérines phosphorylées permettent le recrutement de la B-arrestine-
2, qui favorise l'internalisation de la VE-cadhérine dépendante de la clathrine (Figure 17).

(Gavard and Gutkind, 2006)
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Figure 17. Régulation de la perméabilité endothéliale par I’endocytose de la VE-cadhérine suite a
la stimulation des cellules endothéliales par le VEGF. L’axe VEGF/VEGFR2 induit la
phosphorylation de la B-caténine par Src et FAK et active la voie Vav2/Rac/PAK dépendante de Src
pour phosphoryler la p120, I’ensemble aboutit a ’endocytose de I’endodomaine de la VE-cadhérine.
(Rho et al, 2017) FAK: Focal adhesion Kinase, P: P-caténine, p120: pl120-caténine, pTyr :
phosphorylion de résidus tyrosine, pSer : phosphorylation de résidus sérine, p : phosphorylation, PAK :
p21-activated kinase, Rac : Rac GTPase, VEGFR?2 : recepteur 2 du VEGF.

Il a été montré que la phosphorylation de la VE-cadhérine essentiellement sur des résidus
tyrosines et sérines, est impliquée dans son internalisation, conduisant a une augmentation de

la perméabilité vasculaire.

Dans le cadre de 1’étude de la fonction du domaine cytoplasmique de la VE-cadhérine, des
constructions chimeéres contenant un endodomaine modifi¢ de la VE-cadhérine fusionné a un

domaine extracellulaire et transmembranaire de 1'IL-2R (chaine o du récepteur de
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I’interleukine-2) ont été utilisées. La délétion des résidus 658 a 664 localisés dans la queue
cytoplasmique de la VE-cadhérine a provoqué une perte partielle de 1’interaction entre la VE-
cadhérine et la p120, une perte totale de cette interaction a été observée quand la délétion a été
effectuée a partir du résidu Y644 (VE-cadhérine d644). De plus, la surexpression de la protéine
chimére IL-2R-VE-cadherine d644 abolit I’internalisation de la VE-cadhérine. Ainsi cette
construction a permis d’établir que la liaison entre la p120 et la VE-cadhérine masque un signal
d’endocytose de la VE-cadhérine, conduisant a I’inhibition de l'internalisation de la VE-

cadhérine. (Nanes et al., 2012, 2017)

Pour aller plus loin, Wessel et al. ont montré que la VE-cadhérine phosphorylée sur Y685 et
déphosphorylée sur Y731 est internalisée par le complexe AP-2, effecteur majeur de

I’endocytose clathrine-dépendante. (Wessel et al., 2014)

Cependant, I’internalisation de la VE-cadhérine n’est pas seulement lié¢e a la phosphorylation
de tyrosines puisque la phosphorylation de sérines (S) peut également étre requise, notamment
en présence de médiateurs inflammatoires comme 1I’IL-8. Ainsi, des cellules endothéliales
murines exprimant le mutant de la VE-cadhérine humaine non phosphorylable sur le résidu
S665 (S665V) ne sont plus capables d’internaliser la VE-cadhérine lorsqu’elles sont stimulées

par 'IL-8. (Gavard et al., 2009)

Plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans 1’internalisation de la VE-cadhérine en
plus de celle médiée par la kinase Src. Leur activation dépend de différents facteurs comme des

facteurs de croissance (VEGF) ou des médiateurs pro-inflammatoires (IL-8).

L’implication de la voie de signalisation de la PI3K est largement ¢tudiée dans l'internalisation
de la VE-cadhérine et dans la perte de la fonction de la barriere endothéliale. Il a été rapporté
qu’en fonction du stimulus, différentes isoformes de la PI3K peuvent étre engagées. (Gavard,
2013) Dans un contexte de perméabilité¢ induite par I’IL8, ’inhibition de la sous-unité
catalytique de PI3Ky a empéché l'activation a la fois de son substrat direct Akt, I’activation de
Rac et a provoqué une diminution importante de la phosphorylation de la S665-VE-cadhérine.
(Gavard et al., 2009) Le VEGF, quant a lui active I’isoforme PI3K classe 2a de (PI3K-C2a)
qui est localisée dans les endosomes et dans les vésicules entourées de clathrine. Ce point a été
confirmé dans une étude montrant que les HUVECs déficientes en PI3K-C2a présentent un

transport endosomal défectueux et une dissociation entre la VE-cadhérine et la p120 ainsi
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qu’une diminution de la protéine RhoA endosomale active (RhoA-GTPase). (Yoshioka et al.,

2012)

2.2. Le clivage protéolytique de ’ectodomaine et du domaine cytoplasmique de la VE-
cadhérine

En plus de D’internalisation et de I’endocytose, la VE-cadhérine peut subir un clivage

protéolytique au niveau de son domaine extracellulaire aussi bien au niveau de son domaine

extracellulaire qu’au niveau de son domaine intracellulaire. Nous verrons que dans le second

cas le processus est étroitement lié au mécanisme d’endocytose.

2.2.1. Le clivage de I’ectodomaine
Il a été rapporté que le VEGF et le TNF-o induisent une augmentation significative de la
libération de I’ectodomaine de VE-cadhérine dans le surnageant d’une culture de cellules

endothéliales. (Zhang et al., 2012)

Le clivage protéolytique de I’ectodomaine de la VE-cadhérine est dii a ’action de différentes
enzymes telles que les métalloprotéases transmembranaires de la famille des A Desintegrin And
Mettaloprotease (ADAM). Parmi les membres de cette famille, ADAM-10 est la
métalloprotéase la plus connue pour son implication dans le clivage protéolytique de
I’ectodomaine de la VE-cadhérine. Par conséquent, ADAM-10 joue sur la stabilité des jonctions
adhérentes et régule la perméabilité endothéliale. Ainsi, il a été montré que la perméabilité
endothéliale induite par la thrombine dans les HUVECs est médiée par le clivage protéolytique
de I’ectodomaine de la VE-cadhérine par ADAM-10. Le prétraitement des HUVECs avec
I’inhibiteur pharmacologique d'ADAM-10 (GI254023X) ou la diminution des taux
d’expression d’ADAM-10 avec un ARN interférent dans le méme mode¢le cellulaire a diminué
la migration trans-endothéliale des lymphocytes. (Schulz et al., 2008) Des résultats similaires
ont été obtenus en utilisant des HUVECs primaires transfectées avec un ARN interférent ciblant
ADAM-10. (Reyat et al., 2017) D’autre part, 1’utilisation de la méme stratégie d’ARN
interféerent dans les lymphocytes, a €galement réduit le taux de leur migration trans-
endothéliale. Ceci suggere un rdle supplémentaire de la métalloprotéase ADAM-10 exprimée
par les leucocytes dans le clivage protéolytique de la VE-cadhérine au niveau des jonctions

inter-endothéliales. (Schulz et al., 2008)
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2.2.2. Le clivage du domaine cytosolique de VE-cadhérine la et son recyclage
Le clivage du domaine cytosolique de la VE-cadhérine nécessite son endocytose. Ainsi, les
mutants de la VE-cadhérine qui sont résistants a l'endocytose, sont également résistants au
clivage. En outre, la surexpression de la p120 bloque a la fois I'internalisation et le clivage de
la cadhérine (Figure 18). (Su and Kowalczyk, 2017) La VE-cadhérine est clivée par la calpaine,
une protéase non-lysosomale, lors de son internalisation au niveau des domaines enrichis en
clathrine. Le clivage médié par la calpaine s’effectue entre les domaines de liaison de la f3-
caténine et de la pl20 au niveau du domaine cytoplasmique de la cadhérine (Figure 18). (Su

and Kowalczyk, 2017)

L'endocytose constitutive de la VE-cadhérine et son recyclage membranaire contribuent a la
dynamique des jonctions adhérentes sans entrainer de désassemblage des jonctions. (Nanes et
al., 2017) Cependant, le clivage du domaine intracellulaire de la VE-cadhérine altére le trafic
post-endocytaire de la cadhérine, entrainant un taux de renouvellement plus élevé en raison

d'une diminution du recyclage et d'une dégradation accrue (Figure 18). (Su and Kowalczyk,

VE-cadherin
D120 Bl S A
B-catenin "=~
C!alhnn [calemn 7 S s
ualpaln
&

Actln

Recyclin: J 5
\

Endc L_\;!o is / ------- /
\TH“‘" Biosynthesis

Lysosome
o ©°
Nucleus

Figure 18. Modéle de clivage du domaine cytoplasmique de la VE-cadhérine par la calpaine. (A)
ancrage membranaire de la VE-cadhérine qui forme les jonctions en s’associant a ses partenaires. (B) la
dissociation de la p120 du complexe formé avec la VE-cadhérine, engendre son internalisation via des
vésicules recouvertes de clathrines. Voie alternative en (B) Suite a son endocytose dans les vésicules
de clathrines, la calpaine peut cliver le domaine cytoplasmique de la VE-cadhérine permettant son
recyclage a la membrane cellulaire. (C) endocytose et dégradation de la VE-cadhérine. (Su and
Kowalczyk, 2017)
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2.3. Rho GTPases
La fonction d’adhérence inter-cellulaire de la VE-cadhérine associée au maintien de I’intégrité
endothéliale peut étre régulée par les Rho GTPases. 1l s’agit de la super famille des protéines

Ras monomériques.

Dans leur état inactif, ces protéines cytosoliques interagissent avec des protéines régulatrices
de la famille Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors (RhoGDI) qui sont associées au
nucléotide GDP (Guanine diphosphate). Lors de ’activation des Rho GTPases, le GDP est
échangé contre la forme triphosphate, le GTP (Guanine triphosphate) via des protéines GEF
(Guanine nucleotide Exchange Factors) et se dissocie des RhoGDI (Figure 19). Les Rho

GTPases actives peuvent interagir avec différents effecteurs de voies de signalisations.

Les Rho GTPases les plus étudiés dans la régulation du maintien de ’intégrité endothéliale

sont : Racl, Cdc42 et RhoA. (Komarova et al., 2017)

Plasma membrane
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Figure 19. L’activation réversible des RhoGTPases. Rho inactif est 1i¢ un GDP et interagit avec un
GDI. Grace a I’action des protéines GEF, Rho est activée en échangeant le GDP contre un GTP. Le
retour a 1’état inactif se fait via la protéine GAP, qui stimule I’activit¢ GTPasique intrinseque de Rho,
ce qui induit I’hydrolyse du GTP en GDP. (Komarova et al., 2017)

L’activation de Racl et de Cdc42 est initiée par la VE-cadhérine engagée dans une interaction
homophilique au niveau des jonctions adhérentes. (Birukova et al., 2012; Kouklis et al., 2003)

I a été montré que Cdc42 et Racl favorisent la réorganisation du cytosquelette en intervenant
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plus particulieérement sur 1’organisation des filaments d'actine lors de la protrusion de filopodes

et lamellipodes entrainant ainsi la stabilisation des jonctions. (Komarova et al., 2017)

La Rho GTPase Cdc42 peut également générer une tension de faible amplitude aux jonctions
par l'activation de la myosine II jonctionnelle. (Komarova et al., 2017) Elle peut également
controler ’association de 1’a-caténine avec le complexe VE-cadhérine-B-caténine et donc
indirectement la stabilité des jonctions adhérentes. (Broman et al., 2006) Ainsi, Cdc42 joue un
role crucial dans l'assemblage et la maintenance des jonctions protégeant ainsi la barriére
endothéliale. Dans un modé¢le de perméabilité utilisant des cellules endothéliales pulmonaires
stimulées par la thrombine, l'activation de la Cdc42 et sa translocation du cytosol vers la
membrane plasmique ont induit la restauration des jonctions inter-endothéliales. De plus,
'expression du dominant négatif de Cdc42 (N17Cdc42) a retardé cette restauration. (Kouklis et
al., 2003) D’autre part, une augmentation de la résistance électrique trans-endothéliale a été
mise en évidence dans une culture en monocouche de cellules endothéliales HUVEC dont
I’expression de Cdc42 est déficiente. (Amado-Azevedo et al., 2017) La Rho GTPase Cdc42 a

donc un role important dans le maintien des jonctions adhérentes pour limiter la perméabilité.

Concernant la Rho GTPase Racl, en fonction du stimulus, le signal induit peut avoir des effets
divergents sur les jonctions allant de la stabilisation au désassemblage du complexe VE-
cadhérine. En réponse au sphingosine-1-phosphate (S1P), un médiateur lipidique circulant
associé a la lipoprotéine de haute densit¢ (HDL pour High Density Lipid), 'activation de Racl
limite la perméabilité endothéliale. (Zhao et al., 2009) Dans d'autres cas, comme lors de la
stimulation des cellules endothéliales avec le TNF-q, le facteur d'activation plaquettaire (PAF),
ou le VEGF, l'activation de Racl a induit une altération de la barriere endothéliale et a augmenté

la perméabilité. (Komarova et al., 2017)

En ce qui concerne I’activité de la Rho GTPase RhoA, en conditions physiologiques basales,
l'activité de RhoA, elle est absente au niveau des jonctions (contrairement a 1’activité de Racl
et Cdc42). (Komarova et al., 2017) Ainsi, I’inhibition de RhoA GTPases par ARN interférents
ou par I’endotoxine C3 dans les cellules endothéliales immortalisées EAhy926, n’a aucun effet

sur la perméabilité endothéliale basale. (Mikelis et al., 2015)

RhoA favorise la formation de fibres de stress formés de microfilaments d'actine reliés a des
filaments de myosine. Ces fibres sont directement liées a la MEC permettant ainsi le

déplacement des cellules. Dans le cas des jonctions, la contraction des fibres de stress par
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l'activation d'effecteurs en aval de RhoA tels que Rho kinase (ROCK) et la formine conduit a
la génération de tension intracellulaire au niveau des jonctions provoquant leur désorganisation.
Ainsi, la signalisation RhoA contribue principalement a déstabiliser le complexe jonctionnel et

a augmenter la perméabilité endothéliale. (Rho et al., 2017)

Plusieurs modeles de perméabilité endothéliale ont montré I’implication de la signalisation de
RhoA. La perméabilité des cellules endothéliales humaines EAhy926 induite par la thrombine
est réduite apres inhibition de RhoA. En outre, I'inhibition de la voie Rho-ROCK par Fasudile
abolit la perméabilité vasculaire induite par I'anaphylaxie et fournit ainsi une protection contre

I'anaphylaxie systémique létale chez la souris. (Mikelis et al., 2015)

Nous avons vu 'implication des différentes Rho GTPases de maniére isolée. Seulement
I’interaction des différentes Rho GTPases entre elle, permet de réguler 1’effet de chacune sur la
stabilité des jonctions et par conséquent sur la perméabilité endothéliale. Ainsi, RhoA est
finement neutralisée par la signalisation Racl. Cependant, le mécanisme par lequel Rac1 inhibe

l'activité de RhoA au niveau des jonctions reste inconnu. (Daneshjou et al., 2015)

De plus, L’activité de RhoA est également régulée par une autre GTPase appelée Rapl. Cette
GTPase interagit également avec la Cdc42 active en induisant son accumulation au niveau des
jonctions, elle est également capable d’activer la voie Racl afin de préserver l’intégrité
endothéliale. Toutes ces données, comme le montre la Figure 20 mettent en évidence que
I’équilibre entre la voie Rho et Rac/Cdc42 est un point de contrdle clé de la permeéabilité

endothéliale (Figure 20). (Rho et al., 2017)
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Figure 20. La balance entre RhoA et Cdc42/Racl est le point de controle de Dl’intégrité
endothéliale. Au repos, les cellules endothéliales sont jointives et forment une barriére intacte via une
voie Cdc42/Rac prédominante médiée par Rapl. En conditions inflammatoires, la balance penche vers
la voie Rho au détriment de Cdc42/Racl et favorise la perméabilité endothéliale (fuites et infiltration
leucocytaire). L’absence de Rapl et le prolongement de 1’inflammation favorisent I’hyperperméabilité
associée a différentes pathologies. (Rho et al., 2017)

IV. Fonctions de la VE-cadhérine

Le controle de l'intégrité endothéliale dépendant de la VE-cadhérine régule une multitude de
processus cellulaires, telles que la prolifération, la survie, la migration, la polarité. La fonction
adhésive de la VE-cadhérine au niveau des jonctions adhérentes endothéliales dépend de
I’intégrité du complexe jonctionnel VE-cadhérine, qui constitue un des points de controle clés
de la perméabilité vasculaire et du recrutement des leucocytes dans les tissus. (Dejana and

Vestweber, 2013)

1. Morphogenése vasculaire

Au cours du développement embryonnaire, les vaisseaux sanguins sont formés initialement par
un processus de vasculogenese qui consiste en la formation de vaisseaux sanguins de novo puis
par un processus d’angiogenese, une expansion de vaisseaux par bourgeonnement des
capillaires a partir des vaisseaux pré-éxistants. Au cours de la vasculogénese, des cellules
mésodermiques appelé hémangioblastes migrent et se différencient en formant des structures
en grappes appelées des Tlots sanguins. Ces structures sont formées par des cellules dérivées
des hémangioblastes : angioblastes précurseurs des cellules endothéliales (a la périphérie) et les

hémocytoblastes précurseurs des cellules sanguines (au centre). Les cellules endothéliales
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subissent un phénomene de polarité basale-apicale pour former la lumicre du vaisseau et lui

donner la forme tubulaire. (Patel-Hett and D ’Amore, 2011)

Chez la souris, la VE-cadhérine est exprimée dans les hémangioblastes a partir du jour 7.5 de
la gestation (E7.5) et a E9.5 I’expression de la VE-cadhérine est observée au niveau des
angioblastes. (Breier et al., 1996) Puis, de maniere constitutive dans toutes les cellules

endothéliales. (Carmeliet et al., 1999)

Les interactions de la VE-cadhérine avec ses partenaires permettent a la VE-cadhérine de
réguler I’intégrit¢ de 1’endothélium vasculaire au cours de l'embryogenése et d'orienter la
vasculogenése. (Dejana and Vestweber, 2013; Dejana et al., 2008) Les embryons de souris
déficientes en VE-cadhérine (VE-cad”") présentent de lourdes altérations de la vasculogenése
et meurent a 10.5 jours de gestation (E10.5). (Gory-Faure et al., 1999) De méme, les souris
transgéniques VE-cad” ou exprimant une VE-cadhérine dépourvue de son domaine
cytoplasmique présentent une vasculogenése défectueuse provoquant une mortalité a E9.5.

(Carmeliet et al., 1999)

Alors que le réseau vasculaire primitif se forme méme en l'absence de VE-cadhérine, les
vaisseaux ne peuvent plus se développer et le systéme vasculaire est altéré. La VE-cadhérine
n’est pas responsable de la formation du réseau vasculaire primitif mais elle intervient dans
I’intégrité vasculaire et I’angiogenese. Ainsi, 1’injection intraveineuse d’anticorps neutralisant
anti-VE-cadhérine chez les embryons de souris a E7.5 n’a pas affecté la différenciation in situ
des angioblastes en cellules endothéliales ni 1’organisation de ces derni¢res pour former les
vaisseaux. (Carmeliet et al., 1999) En revanche, I’injection intracardiaque du méme anticorps
dans des embryons, avec un réseau vasculaire primitif déja formé, a E8.5 a induit un
développement anormal du réseau vasculaire caractérisé par un détachement accru des cellules

endothéliales. (Carmeliet et al., 1999)

L’intégrité du réseau vasculaire adulte requiert a son tour la VE-cadhérine. Les souris adultes
agées de 10 a 12 semaines ayant recu une injection intraveineuse d’anticorps anti-VE-cadhérine
neutralisant présentent une altération irréversible des vaisseaux. Sur la base des caractéristiques
histologiques, les vaisseaux du poumon et du myocarde présentent des Iésions trés importantes

et des lacunes causant des hémorragies et une infiltration leucocytaire. (Corada et al., 1999)
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Les atteintes vasculaires chez I’Homme sont d’ordre pathologique. Des anomalies de structures
vasculaires ont été observées dans de nombreuses maladies qui étaient associées a la VE-
cadhérine. Par exemple, 1’étude du cavernome cérébral, une maladie cérébrale caractérisée par
une malformation de la lumiére des vaisseaux du cerveau, a révélé que la désorganisation
vasculaire est associée a une diminution d’expression de la VE-cadhérine jonctionnelle. (Blaise

etal, 2015)

2. Polarité apicale-basale
La polarité apicale-basale des cellules endothéliales est nécessaire pour la formation de la

lumiére du vaisseau en lui donnant une forme tubulaire. (Patel-Hett and D’Amore, 2011)

La polarité apicale-basale est définie principalement par rapport a la surface de 1’épithélium et
la membrane basale. La surface apicale est I’extrémité cellulaire vers le milieu extérieur de
I’organe par exemple la lumiéere du vaisseau, alors que la surface basale est I’extrémité cellulaire
vers le milieu intérieur. La polarité apicale-basale est également caractérisée par la répartition
caractéristique de protéines par exemple la podocalyxine, une sialoglycoprotéine considérée

comme marqueur de la face apicale. (Lampugnani et al., 2010)

La mise en place de la polarité apicale-basale est régulée par des complexes protéiques
intracellulaires conservées notamment le complexe PAR (PAR3/6/PKCC(,) et le complexe

CRB3 (CRB3-Pals1-PAT)). (Brinkmann et al., 2016)

La VE-cadhérine est impliquée dans la polarité des cellules endothéliales. Il a été montré in
vitro dans un mod¢le de culture tridimensionnel que les cellules endothéliales transfectées avec
des ARN interférents ciblant la VE-cadhérine, présentent une polarité apicale-basale altérée
mise en évidence par un immunomarquage de la podocalyxine, marqueur la surface apicale et
le collagéne IV marqueur de la face basale. De méme, les embryons de souris VE-cad 7~ 2 E8.5
présentent une altération de la formation de la lumiére des vaisseaux due a une polarité apicale-

basale défectueuse. (Lampugnani et al., 2010)

Afin de mettre en place la polarité apicale-basale endothéliale et par conséquent réguler la
formation de la lumiére du vaisseau, la VE-cadhérine favorise la localisation et 1'activation
correcte des protéines du complexe PAR : PAR3, PAR6 et PKCC. (Lampugnani et al., 2010)
Elle interagit directement avec PAR3/6,. (Iden et al., 2006) D’autre part, dans un modele de

culture tridimensionnel, les cellules endothéliales murines dont le géne de la VE-cadhérine a
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¢été invalidé présentent des taux faibles de la forme active de PKC( (thr410- PKCQ) et altére la

polarité apicale-basale. (Dejana and Vestweber, 2013; Lampugnani et al., 2010)

Une étude récente a montré que la VE-cadhérine interagit avec Palsl, une des protéines du
complexe de polarité cellulaire CRB3 et avec PAR3 respectivement via son domaine JMD et
son extrémité C-terminale. La transfection des cellules HUVECs avec une forme de VE-
cadhérine mutée au nveau du domaine JMD, au niveau du domaine C-terminal ou au niveau du
domaine JMD et I’extrémité C-terminale altére la polarité¢ apicale-basale des cellules

endoth¢liales et affecte la formation de la lumicre vasculaire. (Brinkmann et al., 2016)

3. Survie et prolifération cellulaire

Les vaisseaux matures sains (correctement organisés) présentent un endothélium jointif qui
ressemble a une monocouche de cellules endothéliales confluente quiescente en culture. La
stabilité vasculaire est régie par la signalisation de la VE-cadhérine aboutissant a 'inhibition de
la croissance des cellules endothéliales dés qu’elles rentrent en contact avec les cellules

voisines. (Dejana and Vestweber, 2013)

La nature des signaux recus et émis par la VE-cadhérine pour contrdler la prolifération cellulaire
des cellules endothéliales confluentes est largement analysée et certaines études donnent
quelques pistes pour comprendre ce mécanisme. Ainsi, la VE-cadhérine peut interagir voire
s’associer avec les récepteurs des facteurs de croissance et controler leur signal intracellulaire.
(Lampugnani et al., 2003; Rudini et al., 2008) Le VEGF est un facteur de croissance clé dans
le développement vasculaire et il est souvent ciblé dans des pathologies liées a un
développement vasculaire type angiogenese. (Kim et al., 2015) L’action du VEGF dépend de 3
types de récepteurs VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3. Le VEGFR2 est un récepteur tyrosine
kinase, son activation par le VEGF induit la phosphorylation de plusieurs résidus tyrosines au
niveau de son domaine intracellulaire. Parmi les résidus phosphorylés, Y996-VEGFR2 permet
I’activation de la MAP Kinase p44/p42 impliquée dans la prolifération des cellules
endothéliales induite par le VEGF. La VE-cadhérine peut s’associer avec le VEGFR2 et inhibe
son signal de prolifération en aval. (Lampugnani et al., 2003) Lors de la stimulation des cellules
endothéliales HUVEC a 1’état de confluence avec le VEGF, le VEGFR-2 s'associe au complexe
VE-cadhérine-f-caténine, se concentre au niveau des jonctions inter-cellulaires et présente un
taux faible de phosphorylation. (Lampugnani et al., 2003) Cependant, la stimulation du VEGF

d’une lignée de cellules endothéliales murines dont le géne de la VE-cadhérine a été invalidé
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n’induit pas de diminution de la phosphorylation du VEGFR2, et par conséquent le récepteur
VEGFR?2 reste activé par le VEGF et les cellules continuent a proliférer. (Lampugnani et al.,
2003) De plus, la pré-incubation des cellules HUVECs avec un anticorps anti-VE-cadhérine
neutralisant induit une diminution de la phosphorylation du résidu Y996-VEGFR2, de
I’activation de la MAP kinase p44/p42 et de la prolifération cellulaire. (Lampugnani et al.,
2003) La phosphorylation de Y996-VEGFR?2 a ét¢ restaurée aprés transfection d’un dominant
négatif de DEP-1, une protéine tyrosine phosphatase qui interagit avec la VE-cadhérine. Ces
données suggerent que la VE-cadhérine joue le réle d’une protéine adaptatrice qui permet
I’inactivation du VEGFR2 en favorisant I’interaction entre ce dernier et les phosphatases
jonctionnelles. Ainsi, la VE-cadhérine inhibe les signaux proliferatifs induits par le VEGF dans

les cellules endothéliales confluentes. (Lampugnani et al., 2003)

Par ailleurs, le . Growth Factor-f (TGF-B) est un autre facteur de croissance qui contrdle le
developpement et ’homéostasie des tissus dans des situations normales et pathologiques telles
que I’inflammation. Le TGF-P exerce un effet anti-prolifératif important sur différents types
cellulaires y compris les cellules endothéliales. La réponse cellulaire induite par le TGF-3
dépend de son interaction avec récepteurs sérine /thréonine kinases de type I et de type II (TBRI
et TPRII). Les récepteurs TPR existent sous forme de complexes multimériques a la surface
cellulaire et leur assemblage augmente la signalisation du TGF-f. La transduction du signal des
récepteurs jusqu’au noyau est assurée principalement par la phosphorylation d’une famille de

protéines cytoplasmiques conservées au cours de 1’évolution, les Smads. (Xu et al., 2018)

Le regroupement de la VE-cadhérine recrute le TBRII et peut favoriser la signalisation du TGF-
3 en améliorant I'assemblage de TBRII / TBRI dans un complexe de récepteur actif. Ainsi la
VE-cadhérine amplifie la signalisation du TGF-f par la phosphorylation de Smad et provoquer
une inhibition de la prolifération et de la motilité des cellules endothéliales. (Rudini et al., 2008)
En effet, il a été montré que les lignées de cellules endothéliales murines VE-cadhérine” ou les
cellules endothéliales HUVEC primaires transfectées avec des ARN interférents ciblant la VE-
cadhérine présentent un faible effet antiprolifératif induit par le TGF-, et donc continuent a
proliférer. (Rudini et al., 2008) De plus, la VE-cadhérine est nécessaire pour la phosphorylation
de Smad dépendante du complexe de récepteur TBR. Ainsi, les cellules endothéliales VE-cad™"
présentent une augmentation de la phosphorylation des protéines Smad. Dans la méme étude,
les HUVEC prétraitées avec un anticorps neutralisant la VE-cadhérine et stimulées avec le

TGF-B, présentent une phosphorylation Smad largement atténuée, démontrant clairement que
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la signalisation du TGF-B dans les cellules endothéliales dépend de maniére critique de la VE-

cadhérine. (Rudini et al., 2008)

D'autres voies pouvant contribuer a l'inhibition de la croissance cellulaire peuvent étre
impliquées. Celles-ci comprennent la liaison de la kinase CSK au domaine cytoplasmique de la
VE-cadhérine sur le résidu Y685. L’inhibition de CSK dans les cellules HUVECs induit la

prolifération cellulaire. (Baumeister et al., 2005)

La VE-cadhérine participe également a la protection contre 1’apoptose pour promouvoir la
survie cellulaire. Les embryons de souris déficientes en VE-cadhérine meurent a E9.5 en raison
de défaut vasculaire induit par I’apoptose massive des cellules endothéliales. (Carmeliet et al.,
1999) En effet la VE-cadhérine associée a I’activation du VEGFR2 peut également induire
I’activation de PI3K entrainant une inhibition de I’apoptose favorisant la survie cellulaire.

(Carmeliet et al., 1999)

La compréhension de certains mécanismes de dysrégulation de la survie, la prolifération et la
mort cellulaire a permis également de comprendre le processus de développement de certaines

pathologies.
4. Role physiopathologique du complexe jonctionnel VE-cadhérine

4.1. Cancers
Les cancers sont caractérisés par la multiplication anarchique des cellules. Comme nous 1’avons
vu dans la partie précédente, la VE-cadhérine est capable de réguler la prolifération cellulaire
et joue un role dans le développement de cancers (angiosarcome, myélome, cancer du sein...).

(Blaise et al., 2015, Rezaei et al., 2012; Wrobel et al., 2006, Zanetta et al., 2005)

L'absence de VE-cadhérine diminue non seulement I’intégrité de la barriere endothéliale mais
favorise également l'invasion tumorale locale et les métastases. Il a été découvert lors d’une
autopsie d’un patient atteint d'un angiosarcome du cuir chevelu qui présente des métastases
multiples, au poumon, a la paroi thoracique, aux vertebres et aux cotes, que I’expression de la
VE-cadhérine est absente dans les cellules endothéliales des sites primaires de la tumeur, les

sites métastasiques étant également dépourvus de VE-cadhérine. (Tanioka et al., 2001)

Dans le cadre de cette pathologie, il a été ¢galement montré que la xénogreffe sous-cutanée des

cellules endothéliales dépourvues de VE-cadhérine (VE-cad”") forment de plus grandes tumeurs
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d"*. Des résultats similaires ont

vasculaires chez les souris nude par rapport aux cellules VE-ca
¢été observés suite a la xénogreffe sous-cutanée des cellules endothéliales surexprimant la forme
de la VE-cadhérine dépourvue de sa séquence d’interaction avec la f-caténine. Ceci démontre
I’importance de I’association de la VE-cadhérine avec la B-caténine dans la carcinogenese.

(Zanetta et al., 2005)

De plus, I’injection d’anticorps dirigés contre le domaine extracellulaire de la VE-cadhérine
chez la souris diminue la croissance tumorale et la formation de métastases pulmonaires, tandis

que la perméabilité endothéliale a augment€.(Blaise et al., 2015, Liao et al., 2000)

D’autre part, en analysant les taux sériques de la VE-cadhérine soluble chez des patients atteints
de différents cancers dont le myélome, il a été observé que ces taux sont augmentés par rapport
aux valeurs basales (1,36 + 0,55 ng/mL chez les malades versus 0,63 + 0,56 ng/mL chez les
individus sains). Les patients atteints de cette pathologie lymphoproliférative présentent un taux
sérique ¢levé de VE-cadhérine da a un clivage protéolytique important de 1I’ectodomaine de la
VE-cadhérine membranaire. Le taux de la VE-cadhérine sérique a diminué aprés la
chimiothérapie reflétant la restructuration de la barriére endothéliale vasculaire. De ce fait, la
VE-cadhérine a été proposée comme étant un biomarqueur utile dans le pronostic de cette

maladie. (Blaise et al., 2015; Wrobel et al., 2006)

La VE-cadhérine soluble régule négativement I’angiogenése et la croissance tumorale. La
greffe sous-cutanée de cellules cancéreuses de colon (C51) transfectées avec un fragment de
I’ectodomaine de la VE-cadhérine a induit des tumeurs plus petites et moins vascularisées par
rapport au contrdle. De méme, I’injection locale de I’ectodomaine de la VE-cadhérine dans les
tumeurs a réduit considérablement leur croissance et 1’angiogenése intra-tumorale. (Li et al.,

2010)

4.2. Inflammation
La fonction initiale de la VE-cadhérine dans le maintien de 1’intégrité de la barriére endothéliale
est associée a sa fonction dans I’inflammation. Cette derniere est liée au recrutement des
leucocytes induit par des chimiokines sur le site d'une blessure ou d'une infection. Une série
¢laborée d'événements d'adhérence entre les leucocytes et 1'endothélium garantit que les

leucocytes quittent la circulation sanguine vers les sites inflammatoires via une migration trans-

67



endothéliale qui nécessite une ouverture des jonctions médiée essentiellement par la VE-

cadhérine.

L’altération de la régulation de cette fonction de la VE-cadhérine induit une perméabilité
pathologique et une migration trans-endothéliale accrue des leucocytes. Comme détaillé
précédemment, la diminution des niveaux membranaires de la VE-cadhérine peut avoir des
conséquences physiologiques majeures. En effet, outre les conséquences de la perte d'intégrité
des jonctions adhérentes, il y a une perte de son réle de coordination et de coopération avec
d'autres protéines participant a sa fonction de stabilisation de la barriére endothéliale. (Dejana
and Vestweber, 2013) Ainsi, les souris adultes agées de 10 semaines ayant recu une injection
d’anticorps anti-VE-cadhérine présentent un cedéme pulmonaire et cardiaque avec une
infiltration leucocytaire massive due a I’altération irréversible de la fonction de la barricre

vasculaire. (Corada et al., 1999)

La mesure de la VE-cadhérine soluble peut étre un marqueur de 1’inflammation au méme titre
qu’elle peut étre un marqueur de tumeurs comme dit dans le paragraphe précédent. Ainsi, le
clivage de la VE-cadhérine et sa libération accrue dans le milieu extracellulaire sont liés a la
rupture de la barriére endothéliale dans I’inflammation systémique lors d’une septicémie.

(Flemming et al., 2015)

Une étude clinique portant sur I’athérosclérose coronarienne caractérisée par une infiltration
massive de monocytes au niveau de 1’artére coronaire et un niveau €levé de chimiokines pro-
inflammatoires, a également montré que le niveau sérique de la VE-cadhérine est élevé chez
les patients par rapport aux individus sains. Les auteurs ont conclu que la libération accrue de
la VE-cadhérine par les arteres épicardiques est associée au degré de 1’athérosclérose

coronarienne. (Blaise et al., 2015)
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C. Les chimiokines et leurs récepteurs

Les chimiokines sont de petites protéines de 8 a 12 kDa, impliquées dans I’inflammation et
caractérisées entre autres par leur pouvoir chimioattractant. Elles sont sécrétées par des cellules
endothéliales, des mastocytes, des plaquettes, des macrophages et des lymphocytes. Il existe
des chimiokines homéostatiques, des chimiokines pro-inflammatoires et des chimiokines avec

double fonction homéostatique et inflammatoire. (Deshmane et al., 2009; Stone et al., 2017)

Les chimiokines homéostatiques et leurs récepteurs spécifiques sont exprimés de maniére
constitutive. Ces chimiokines sont secrétées dans les tissus sains et jouent un role dans le
maintien des fonctions immunitaires telles que la différenciation des lymphocytes T,
I’organogenese lymphoide et la migration des cellules souches hématopoiétiques. Ainsi, la
chimiokine stromal cell-derived factor 1 (SDF-1/CXCL12) exprimée constitutivement par les
cellules stromales de la moélle osseuse active son récepteur spécifique CXCR4 (CXC
chemokine receptor 4) exprimé lui aussi de maniére constitutive sur les cellules souches
hématopoiétiques favorisant ainsi la migration des cellules souches hématopoiétique vers la

moélle osseuse. (Stone et al., 2017; Zlotnik et al., 2011)

La majorité des chimiokines sont pro-inflammatoires et leurs récepteurs sont exprimés suite a
des stimuli dans le cadre d’une réponse inflammatoire, que ¢a soit sur des sites d’infection ou
de Iésions tissulaires. Le role principal de ces chimiokines et de leurs récepteurs est de guider
la migration leucocytaire vers les sites d’inflammation. En outre, elles peuvent étre impliquées
dans I’activation, la différenciation et la prolifération cellulaire ainsi que dans la dégranulation.
(Vielhauer et al., 2002) Les chimiokines interviennent également dans les processus

d’angiogenése et dans la tumorigenése. (Maillard et al., 2014, Suffee et al., 2012)
I. Les chimiokines

1. Structure, classification et nomenclature de chimiokines

Toutes les chimiokines possedent la méme structure monomérique. Elles sont constituées d’un
feuillet B central formé par trois brins antiparalleles (B1, B2, B3) avec des boucles reliant 1
avec 2 et B2 avec B3 appelées respectivement 30s et 40s, et une boucle 50s qui relie le feuillet

B3 a I’hélice a dans la partie C-terminale. A cela s’ajoute une région N-terminale flexible suivie
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de la boucle N, une boucle non structurée impliquée dans I’interaction avec les récepteurs et
une hélice 310 qui représente une extension d’hélice a a I’extrémité N-terminale (Figure 21).
(Cecchinato Valentina et al., 2015; Zlotnik et al., 2011) Les chimiokines posseédent dans la
majorité des cas quatre cystéines (Cys) dont deux situées du c6té N-terminal sont conservées.
La premiere Cys est la plus proche de I’extrémité N-terminale ; elle entre dans la formation
d’un pont disulfure avec une Cys localisée dans la boucle 30s. Le deuxiéme pont disulfure est
localisé entre la deuxiéme Cys sur la boucle N et la Cys du brin B3 (Figure 21). (Deshmane et
al., 2009) Les ponts disulfure assurent 1’intégrité structurale des chimiokines ce qui est un

prérequis pour la liaison chimiokine-récepteur (Miller and Mayo, 2017; Thomas et al., 2015).

NH,

50s loop \
AOS loop

Bs B, By

\ a

N Loop

VCOOH

3, helix

40s loop

Figure 21. Représentation schématique de la structure tridimensionnelle des chimiokines. Les
chimiokines possédent un feuillet p formé de trois brins B antiparalléles (roses) et une hélice oo COOH-
terminale (orange), reliés entre eux par des boucles (loop) 30s, 40s et 50s. Le domaine NH2-terminal
flexible est suivi d'une boucle N (N-loop) et d'une hélice 3¢ située a proximité du brin 1. La structure
tridimensionnelle de la protéine mature sécrétée est stabilisée par deux ponts disulfures dont le premier
pont dissulfure lie un résidu cystéine (Cys, bleu) du c6té N-terminal et un résidu Cys de la boucle 30s
située entre les brins Blet B2 et le deuxiéme pont disulfure lie le deuxiéme résidu Cys de la boucle N
avec la Cys du brin B3. (Metzemackers et al., 2018)

La position séquentielle des Cys permet de classer les chimiokines en quatre sous-familles de

chimiokines : C, CC, CXC et CX3C (Figure 22). (Murphy et al., 2000, Zlotnik and Yoshie,
2000).
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Figure 22. Les quatre familles de chimiokines. La disposition des deux cystéines (C dans le schéma)
conservées permet de diviser les chimiokines en quatre familles : C, CC, CXC et CX3X chimiokines.
(Rostene et al., 2007).

Les familles CC et CXC représentent les deux grandes familles majeures de chimiokines. La
famille des CC chimiokines posseéde deux cystéines adjacentes (motif CC). Les familles CXC
et CX3C possedent respectivement deux cystéines séparées par un résidu d'AA ou trois résidus
d’AA. La sous-famille des chimiokines C représente une exception, elle ne posséde qu’un seul
résidu cystéine N-terminal. (Hughes and Nibbs 2018; Murphy et al., 2000, Zlotnik and Yoshie,
2000)

La premiére nomenclature des chimiokines était basée sur les fonctions spécifiques des
chimiokines ; ainsi, le Monocyte Chimioattractant Protein 1 (MCP-1) est une protéine régulant
la migration et I’infiltration monocytaire/macrophage ou Regulated on Activation, Normal cell
T Expressed and Secreted (RANTES) une protéine exprimée par les lymphocytes T normal et
dont I’expression augmente apres ’activation de ces cellules. Une autre nomenclature dite
systématique a été proposée par Murphy et al. en 2000, établie a partir de la base structurale (C,
CC, CXC et CX3C) des chimiokines suivie de la lettre L. pour ligand, puis d'un nombre selon
I’ordre d’identification du gene (ex : CXCL12). (Murphy et al., 2000, Zlotnik and Yoshie,
2000) La chimiokine RANTES peut ainsi étre identifiée sous son nom indiquant sa fonction ou

sous la nouvelle nomenclature : CCL5 pour CC chimiokine Ligand n° 5.

2. Homo et hétéro-oligomérisation de chimiokines

Malgré leurs structures monomériques conservées, les chimiokines forment différents
oligomeéres en s’associant soit en dimeres telle que I’inteleukine-8 (IL-8/CXCLS) (Pichert et
al., 2012), soit en tétrameres tels que le facteur plaquettaire-4 (PF4/CXCL4) ou MCP-1/CCL2
(Deshmane et al, 2009) ou en oligoméres d’ordres supérieurs (polymere) comme
RANTES/CCLS. (Wang et al., 2011) Cette oligomérisation est notamment importante pour
I’affinit¢ de liaison entre les chimiokines et les glycosaminoglycanes (GAG). Ainsi,
I’oligomérisation de RANTES/CCLS augmente son affinité pour les GAGs. (Oynebrdten et al.,
2015; Proudfoot et al., 2017).
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Les chimiokines IL-8/CXCL8 et PF4/CXCL4 peuvent quant a elle former un hétérodimere. En
effet, il a été montré in vitro que I’incubation des tétraméeres de PF4/CXCL4 et des dimeres de
I’IL-8/CXCLS8 aboutissait & un échange de sous-unités et a la formation d'hétérodimeéres
PF4/CXCL4-IL-8/CXCLS8. De méme, l'incubation de deux CC chimiokines MCP-1/CCL2 avec
MCP-2/CCLS8 a conduit a une forte hétérodimérisation. La formation des hétérocomplexes a
été également observée entre deux sous-familles de chimiokines (CC et CXC) impliquant
RANTES/CCL5 et PF4/CXCLA4. Cet hétérocomplexe RANTES-PF4 a une efficacité plus
grande sur l'arrét leucocytaire par rapport aux homodiméres de RANTES/CCLS. (Von
Hundelshausen et al., 2005) La chimiokine IL-8/CXCL8 peut également former un
hétérodimére avec PF4/CXCL4 et CXCL12; cet hétérodimere induit la migration des
neutrophiles. (Gouwy et al., 2004) Ainsi, les combinaisons de chimiokines y compris celles
appartenant a des sous-familles différentes, et celles qui activent différents récepteurs, peuvent
amplifier la réponse fonctionnelle induite par une chimiokine sous forme d’homodimere.
(Proudfoot et al., 2017) A I’heure actuelle, les conséquences fonctionnelles de la formation des
hétérocomplexes de chimiokines dans d’autres effets biologiques autre que la chimiotaxie et la

migration directionnelle des leucocytes, ne sont pas connues.

II. Récepteurs classiques de chimiokines

1. Généralités

Les chimiokines interagissent soit avec des récepteurs protéiques a sept domaines
transmembranaires classiques couplés aux protéines G (RCPG classique), soit avec des RCPG
atypiques n’activant pas une signalisation intracellulaire dépendante des protéines G, soit avec
les GAGs des protéoglycanes. (Proudfoot et al., 2017) Le systeme de chimiokines et leurs
récepteurs présentent une grande redondance. Ainsi, différentes chimiokines peuvent activer un
seul récepteur et plusieurs récepteurs peuvent étre activés par la méme chimiokine (Figure 23).

(Bachelerie et al., 2014)
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Atypical Receptors CHEMOKINES G Protein-coupled Receptors
Name

ACKR3
(CXCR7)

CCRL2

(CCRL1)
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Figure 23. Les chimiokines et les récepteurs de chimiokines (classiques et atypiques). Il existe dix-
huit RCPG classiques (2 droite) qui induisent une activité chimiotactique et cinq RCPG atypiques (a
gauche) qui sont non chimiotactiques et ne sont pas couplés aux protéines G. Les chimiokines peuvent
se fixer sur plusieurs RCPG et un RCPG peut reconnaitre plusieurs chimiokines a I’exception de certains
couples qui sont spécifiques. (Bachelerie et al., 2014) Le code couleur fait référence a la famille des
chimiokines : CXC (vert) CC (bleu) XC (bleu) CX3C (violet), les récepteurs prennent la couleur de la
famille de chimiokine avec laquelle ils interagissent.

Sur la base de I'homologie de séquences et la similarité fonctionnelle, la classification GRAFS
divise la superfamille des RCPG en cinq familles principales; Glutamate (Classe C),
Rhodopsine (Classe A), Adhérence (Classe B), Frizzled (Classe F), et Secretin (Classe B). Les
chimiokines interagissent avec la classe A qui représente la classe majeure des RCPGs

classiques. (Krishnan et al., 2012) .

2. Structure des RCPG de classe A- et interaction avec les chimiokines
Les récepteurs de RCPG de classe A (Rhodopsine) comme les autres RCPGs, sont constitués

de sept hélices a transmembranaires (TM1-TM7) alignées en parall¢le et disposées a proximité
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les unes des autres. La face extracellulaire du récepteur comprend une région N-terminale, en
grande partie non-structurée et trois boucles extracellulaires de liaison (EL1-3), avec des ponts
disulfure conservés reliant I'extrémité N-terminale a EL3 et la boucle EL1 a EL2. Cette derniére
est connue pour étre la plus longue boucle et forme une structure semblable a un couvercle. La
face cytoplasmique du récepteur comprend les trois boucles intracellulaires (ICL1, ICL2, ICL3)
(Figure 24). (Neumann et al., 2014; Stone et al., 2017) La seconde boucle intracellulaire (ICL2)
du RCPG possede le motif DRYLAIV, qui est impliqué dans I'activation de la protéine G.
(Nomiyama and Yoshie, 2015)

ICL1

[] Transmembrane a-helices
[1 Gpy binding region
I Ligand binding region

g‘ Ga binding

S Amino acid chain

Figure 24. Structure schématique d’un RCPG. Le RCPG est constitu¢ de sept domaines
transmembranaires (TM1-TM7) reliés a 1’aide de trois boucles extracellulaires (EL1-EL3) et de trois
boucles intracellulaires (ICL1-ICL3). Du coté extracellulaire, le ligand se lie au récepteur au niveau
des régions de liaison des ligands (zone violette) ; du coté cytoplasmique le récepteur est lié a la
protéine G (soit avec la sous-unité G et y au niveau des zones vertes, soit avec la sous-unité Gao, au
niveau de la zone bleue). (Neumann et al., 2014)

Les chimiokines interagissent avec leurs récepteurs via un modele d’interactions appelé
«modele a deux sites » (Figure 25).

74



Chimiokine

sTyr
sTye

N-terminal

‘ ’ : N-terminal
\
Récenteur ‘\

UUL —~a (C-terminal

Figure 25. Représentation schématique du modéle d’interactions a deux sites. L’interaction des
chimiokines avec leur récepteur se fait au niveau de deux sites. La boucle N (bleu) de la chimiokine se
lie au site de reconnaissance CRS1 au niveau la partie N-terminale du récepteur (bleu). Ensuite la partie
N-terminale (NT) de la chimiokine interagit avec le récepteur au niveau du site de reconnaissance CRS2
sur le domaine transmembranaire TM4. (Kufareva et al., 2017)

Cette interaction se produit séquentiellement. Premiérement, la boucle N de la chimiokine se
lie a I'extrémité N-terminale du récepteur au niveau du site de reconnaissance CRSI
(chemokine recognition site 1). Deuxiemement, l'extrémité N-terminale de la chimiokine se lie
au site de reconnaissance CRS2 (chemokine recognition site 2), site qui se trouve a I’intérieur

du TM4. (Kufareva et al., 2017; Rajagopalan and Rajarathnam, 2006)

3. Transduction du signal induite par I’interaction entre chimiokines et RCPG classiques
Les RCPG transmettent des signaux extracellulaires a travers la membrane plasmique vers des
effecteurs intracellulaires via des protéines G. Les protéines G appartiennent a la famille des
GTPases et se composent de trois sous-unités protéiques (o, et y). Les sous-unités B et y

forment un complexe dimérique stable appelé sous-unité 3 y.

A 1’état de repos du RCPG, la sous-unité Ga est liée a un GDP et est associée au dimére de
sous-unité¢ By formant ainsi un complexe hétérotrimérique. La liaison des chimiokines au
récepteur induit un réarrangement intermoléculaire du RCPG en particulier entre les TM3 et
TM6. Ce changement de conformation favorise 1'activation des protéines G hétérotrimériques.

Les RCPGs fonctionnent alors comme un facteur d’échange GEF qui va activer la sous-unité
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Ga en catalysant 1I’échange de la GDP en GTP. Par conséquent, la sous-unité Ga active (liée au
GTP) se dissocie de la sous-unité By. De ce fait, chacune des sous unit¢ Ga et GBy est libre
d'activer ou d’inhiber les effecteurs de signalisation en aval (Figure 26). (Duc et al., 2015;

Neumann et al., 2014, Patel et al., 2013; Vilardaga et al., 2010)
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Figure 26. Schéma général du systéme de signalisation de RCPG chimiokine-dépendant. La liaison
de la chimiokine a son récepteur RCPG lui permet a la fois de s’oligomériser et de recruter la protéine
G hétérotrimérique vers la membrane plasmque. Un échange de GDP/GTP au niveau du site de liaison
nucléotidique de la sous-unité Ga induit son activation et sa dissociation des autres sous-unités du
RCPG. Ceci déclenche une cascade de signalisation en aval conduisant a la production de seconds
messagers. (Patel et al., 2013) DAG : Diacylglycérol, cAMP : cyclic Adenosine Monophosphate,
GRKSs : G Protein-Coupled Receptor Kinase, IP3 : Inositol Triphosphate, PIP2 : Phosphotidylinositol
4,5-Bisphosphate, Pi : Phosphate inorganique.

Les sous-unités Ga présentent toutes une activité GTPase mais elles sont divisées en quatre

groupes en fonction de la similarité des sous-unités o : Gas, Gai/o, Gogi1 et Goiz/i3. Les

groupes Gos, Gai/o activent ou inhibent respectivement l'activité de l'adénylate cyclase

conduisant respectivement a une augmentation ou a une diminution de la production d'AMPc.
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La famille Gag/1 stimule la phospholipase C (PLC) qui hydrolyse le PIP2 en inositol
trisphosphate (IP;) et au diacylglycérol (DAG), conduisant a la libération de calcium a partir
des réserves du réticulum endoplasmique (RE) et a I'activation de la protéine kinase C (PKC)

impliquée dans la régulation du récepteur.

Enfin, la famille Gayy/13 active de petites GTPases incluant la famille Rho (Patel et al., 2013,
Roux and Cottrell, 2014).

De nombreuses combinaisons sont possibles entre sous-groupes de la sous-unité¢ Ga et les
autres sous unités aboutissant a une diversité de structure et d’assemblage du complexe
trimérique (a, P et y). Ceci peut expliquer la variété des signalisations intracellulaires

associées a un RCPG.

Les sous-unités Go et GPy peuvent activer indépendamment la PI3K, ce qui entraine
l'activation des kinases Akt et les protéines Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK). Apres
activation, la PI3K phosphoryle le phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate (PIP2) en PIP3 au
niveau membranaire. L.’augmentation des taux de PIP3 a la membrane cellulaire conduit au
recrutement d’effecteurs de signalisation possédant un domaine PIP3-Pleckstrin-Homology

(PH). (Patel et al., 2013).

Grace a son activité GTPase intrinseque, 1’hydrolyse du GTP en GDP par la sous-unité¢ Go met
un terme a la signalisation cellulaire dépendante de la protéine G. La sous-unité Ga se réassocie
avec les sous-unités B et y. Ainsi s’acheéve le cercle d’activation. D’autres événements
moléculaires peuvent atténuer une nouvelle activation du méme récepteur ; ce processus
s’appelle la désensibilisation. En dehors de I’internalisation du récepteur, d’autres régulateurs
tels que les Regulators of G-protein signaling (RGS) sont capables d’inactiver la sous-unités
Ga en s’y fixant, en maintenant sa liaison avec le GDP et en empéchant son activit¢é GTPase.

Ainsi les RCPG maintiennent le systéme a 1’état inactif. (Patel et al., 2013)

Nous retiendrons que 1’effet chimioattractant des RCPG dépend de leurs unités GPy. (Patel et
al, 2013)
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4. Devenir du complexe chimiokines-RCPG

4.1. Généralités
Apres I’interaction et leur activation par les chimiokines, les RCPG subissent un phénoméene de
désensibilisation afin d’éviter toute signalisation accrue. Ce phénomene assure ainsi
I’homéostasie cellulaire et tissulaire. La désensibilisation implique trois processus : la

phosphorylation, la séquestration (internalisation) du récepteur et sa dégradation (Figure 27).
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Figure 27. Schéma de la désensibilisation et trafic du RCPG. (1) L’interaction du RCPG avec son
ligand (ex chimiokine) induit une signalisation dépendante des protéines G. (2) GRK phosphoryle les
RCPG sur les résidus sérines et thréonines au niveau C-terminal. (3) Les -arrestines se lient aux RCPG
phosphorylés et empéchent une association supplémentaire des protéines G en réponse a de nouvelles
chimiokines (désensibilisation). (4) Les RCPGs phosphorylés subissent un processus d’endocytose
médié par la clathrine et sont séquestrés dans des endosomes précoces. (5) Les récepteurs internalisés
dans les endosomes précoces peuvent activer la signalisation dépendante de la B-arrestine (RAF, MEK1,
ERKI1). Les endosomes précoces évoluent en endosomes tardifs lesquels (6) se dirigent vers la
membrane plasmique pour le recyclage des RCPG ou (7) vers les lysosomes pour leur dégradation. (de
Munnik et al., 2015)

La phosphorylation du récepteur se fait principalement par la famille des RCPG Kinases
(GRKs, G Protein-Coupled Receptor Kinase). 11 s’agit des Sérines/Thréonine kinases qui
ciblent ces résidus localisés dans les boucles intracellulaires notamment la troisieme boucle

(ICL3) du récepteur ainsi que son extrémité C-terminale favorisant ainsi le recrutement des -
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arrestine. La fixation de la B-arrestine dissocie le récepteur de la protéine G mettant un terme a

la signalisation de cette derniére. (Hilger et al., 2018)

Cependant, les protéines kinases dépendantes de seconds messagers telles que la PKA et la
PKC peuvent également intervenir dans la désensibilisation des récepteurs. En effet, ces kinases
phosphorylent au niveau des séquences consensus spécifiques localisées au niveau des boucles
intracellulaires et de son extrémité C-terminale, ce qui empéche I’association du RCPG avec la
protéine G. Cependant, ce systeme de désensibilisation hétérologue affecte les RCPG activés
mais aussi les RCPG inactifs qui n’ont jamais été exposés a leurs stimuli agonistes. Dans ce cas
de figure, les kinases empéchent 1’activation du récepteur au préalable, avant que le RCPG soit

en contact de la chimiokine. (Walther and Ferguson, 2013)

La séquestration du récepteur a lieu apres son endocytose clathrine-dépendante induite par
I’interaction entre les GRKs et la B-arrestine. Au cours de cette endocytose, les arrestines
attachées au récepteur fonctionnent comme des molécules adaptatrices et jouent un role dans

des voies de signalisation indépendantes de la protéine G. (Lefkowitz, 2013)

Thomsen et al. ont montré récemment que la signalisation de la protéine G peut étre maintenue
apres I’endocytose du récepteur grace a des mégaplexes. Les mégaplexes ou super-complexes
contenant un RCPG simultanément engagé avec une protéine G et la B-arrestine, maintiennent
la signalisation de la protéine G apres l'internalisation dans les endosomes. (Thomsen et al.,

2016)

Apres l'internalisation, le sort des récepteurs RCPG dépend a la fois du type de cellule et

du type du ligand.

Typiquement, suite a l'internalisation induite par une chimiokine, les RCPG sont efficacement

recyclés a la surface de la cellule.

Cependant, de nombreux RCPG sont acheminés vers une voie de dégradation et détruits par
protéolyse dans le lysosome, ce processus est appelé régulation négative. (Roux and Cottrell,
2014) La résistance des différents récepteurs de chimiokines a la dégradation lysosomale reste
variable. Alors que certains récepteurs, comme CCRS ou CCR7, résistent a la dégradation dans
le lysosome, le CXCR4 activé subit une dégradation lysosomale par ubiquitinylation au niveau
du résidu K44 a l'extrémité C-terminale par l'ubiquitine ligase E3. (Marchese and Benovic,

2001; Stone et al., 2017)
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4.2. Orientation de différents RCPG en fonction de leur ligand

Un méme ligand peut orienter différents RCPG dans différentes voies. Ainsi, les récepteurs

CCRI1, CCR3 et CCRS5 peuvent interagir avec RANTES/CCLS5 mais ces récepteurs n’ont pas
le méme sort aprés leur internalisation. RANTES/CCLS induit le recyclage de CCRS, une
dégradation partielle de CCR3 et une dégradation compléte de CCRI1. (Patel et al., 2013;

Zimmermann et al., 1999)

Un méme récepteur lié a des ligands différents sera orienté différemment. 11 a été montré que

CCR?7 interagissant avec MIP-3B/CCL19 présente une forte internalisation contrairement a
CCR7 liant SLC/CCL21 (Ligand Lymphoid tissue chemokine/CCL21). De plus, il a été montré
que lorsqu’il est internalisé, ce récepteur peut emprunter différentes voies ; il peut dicter la voie
d’internalisation dépendante ou indépendante de la B-arrestine. En effet, l'internalisation du
récepteur CCR7 liant la chimiokine CCL19 se fait d’une fagon dépendant de la B-arrestine
contrairement au CCR?7 interagissant avec la chimiokine CCL21. (Patel et al., 2013; Walther
and Ferguson, 2013)

III. Récepteurs atypiques de chimiokines

1. Structure

Les récepteurs de chimiokines atypiques (aCKR, atypical chemokine Receptor) se lient a
plusieurs chimiokines de différentes sous-classes avec une grande affinité. Ces récepteurs
partagent la structure des sept domaines transmembranaires RCPGs. Cependant, les aCKR sont
incapables d’induire une signalisation dépendante de la protéine G, en raison de 1’absence ou
de la modification du motif DRYLAIV dans la seconde boucle intracellulaire (ICL2), qui est

impliquée dans l'activation de la protéine G. (Stone et al., 2017)

A T’heure actuelle, cette famille de récepteurs est constituée de six aCKR majeurs :
(aCKR1/DARC, aCKR2/D6,aCKR3/CXCR7, aCKR4/CCX-CKR /CCRLI1 et la fonctionnalité
des récepteurs aCKR5/CCRL2 et aCKR6/PITPNM3 est toujours en cours d’étude. (Stone et al.,
2017)

2. Fonctions
Les aCKR peuvent réguler la signalisation chimiokines-dépendante via leur internalisation, leur

dégradation ou par la régulation de leur transport intracellulaire. Les aCKR peuvent également
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former des dimeres avec les RCPGs classique afin de réguler leur signalisation (Figure 28).

(Bonecchi and Graham, 2016)
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Figure 28. Fonctions des récepteurs atypiques. (a) Les récepteurs atypiques des chimiokines (aCKR)
phosphorylés recrutent la B-arrestine puis sont internalisés constitutivement indépendamment de leurs
interactions avec les chimiokines. Les aCKR induisent I’internalisation et la dégradation des
chimiokines avec lesquelles ils sont liés ou se dimérisent avec un récepteur RCPG classique pour
moduler sa signalisation. (b) aCKR1 est impliqué dans le transport des chimiokines du c6té basal vers
le coté apical. (Nibbs and Graham, 2013)

Les chimiokines liées aux récepteurs aCKR2/D6, aCKR3/CXCR7, aCKR4/CCX-CKR seront
dégradées. Les récepteurs aCKR2/D6, aCKR3/CXCR7, aCKR4/CCX-CKR sont internalisés

de facon constitutive indépendamment des chimiokines ; ainsi le récepteur est internalisé qu’il

soit li¢ ou non a une chimiokine. Lorsque le récepteur est li¢ a une chimiokine, celle-ci sera
dégradée apres son internalisation avec le récepteur. Ce type de fonctionnement a été le mieux
caractérisée pour aCKR2/D6. 1l a été le premier récepteur a €tre fonctionnellement classé
comme un récepteur de chimiokine atypique. Il a ét€ montré qu’il circule de fagon constitutive
dans la cellule s’¢loignant d’abord de la membrane plasmique puis revenant a la surface
cellulaire selon un cycle répété. Le récepteur sera internalisé qu’une chimiokine se soit fixée ou
non dessus. Lorsqu’une chimiokine se lie au récepteur aCKR2/D6, 1’ensemble est internalisé
grace a une signalisation dépendante de la B-arrestine. La chimiokine internalisée est libérée
dans les endosomes tardifs et dégradées par voie lysosomale. A la fin, aCKR2/D6 est recyclé a
la surface cellulaire. (Nibbs and Graham, 2013) Les récepteurs aCKR2/D6, aCKR3/CXCR7,
aCKR4/CCX-CKR pourraient réduire 1’inflammation par la clairance des chimiokines et
l'inhibition du recrutement accru des leucocytes induit par ces chimiokines. (Bonecchi and

Graham, 2016)
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L'internalisation via aCKR1 n’aboutit pas a la dégradation des chimiokines. 11 a été montré

in vitro, que les chimiokines internalisées par aCKR 1 peuvent subir un processus de transcytose
au lieu de la dégradation et peuvent étre présentées aux leucocytes pour entrainer la
transmigration. (Nibbs and Graham, 2013) En effet, Pruenster et al. ont montré qu’en absence
de stimulation, le récepteur aCKR1 est caractérisé par une distribution cellulaire a la fois apicale
et basale des cellules épithéliales. Cependant, en cas de stimulation avec un de ses ligands tels
que MCP-1/CCL2, aCKR1 devient cytosolique. Les expériences d’immunomarquage ont
montré que la liaison de MCP-1/CCL2 au récepteur aCKR1 induit son endocytose dans des
vésicules de cavéole qui s’enfoncent dans la cellule. Il a ét¢ également observé que le trafic
transcellulaire de MCP-1/CCL2 médié par aCKR1 a induit une accumulation de la chimiokine

a la surface apicale des cellules. (Pruenster et al., 2009)

La conséquence fonctionnelle de la transcytose de MCP-1/CCL2 par aCKR1 du c6té basal vers
le coté apical des cellules a été confirmée par un test de migration « transwell » ou essai de
chambre de Boyden. En effet, des monocytes (ensemencés dans le compartiment supérieur de
la chambre) sont capables de passer a travers une monocouche de cellules épithéliales
surexprimant aCKR 1 non stimulées vers le compartiment inférieur de la chambre contenant un
milieu de culture supplémenté en MCP-1/CCL2. Dans la méme étude, il a ét¢ montré par
microscopie électronique, que les cellules épithéliales formant la monocouche transportent
MCP-1/CCL2 de la partie inférieure de la chambre de boyden vers la partie supérieure par
transcytose Ainsi, MCP-1/CCL2 transportée et immobilisée a la surface apicale des cellules
épithéliales aura ét¢ présentée aux monocytes afin de favoriser leur transmigration. (Pruenster

etal., 2009)

Les récepteurs atypiques régulent les récepteurs de chimiokines classiques par le biais d’une

dimérisation des récepteurs. Le récepteur aCKRI1 et les récepteurs des CC-chimiokines

peuvent s’associer formant des hétéro-oligomeres. Il a été montré in vitro, que 1’hétérodimere
aCKR1-CCRS altere la signalisation et le chimiotactisme dirigé par CCRS.

Quant au récepteur aCKR?2 il ne peut s’associer qu’avec des CCR et ne pourra ainsi former que
des hétéro-oligomeres aCKR2/CCR. Ce récepteur peut supprimer in vitro la migration
cellulaire induite par CCR4 via la formation de I’hétérodimere aCKR2/CCR4. L'aCKR3 peut
former un hétérodimére avec le récepteur classique CXCR4 (aCKR3/CXCR4). Cet
hétérodimere régule la distribution subcellulaire de CXCR4, recrute la B-arrestine et modifie

les réponses contrdlées par CXCL12 par l'intermédiaire de CXCR4. (Nibbs and Graham, 2013)
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IV. Interaction entre chimiokines et glycosaminoglycanes

1. Structure et classification des glycosaminoglycanes

Les glycosaminoglycanes (GAGs) sont des hétéropolysaccharides linéaires non ramifiés. Tous
les GAGs exceptés les Kératanes Sulfates (KS), sont constitués de répétition d’unités de
disaccharides composés d'acide uronique et d'hexosamine reliés par une liaison glycosidique.
L’acide uronique peut €tre soit f-D-glucuronique soit a-L-iduronique. L hexosamine est soit a
base de glucose (a-D- ou B-D-glucosamine), soit de galactose (N-acétyl-B-D-galactosamine).
En se basant sur la structure de I’unité disaccharidique (nature du sucre et le type de la liaison
glycosidique), les GAGs sont divisés en différentes familles : Chondroitines Sulfates (CS),
Dermatanes Sulfates (DS), Héparine/Héparanes Sulfates (Hp/HS), les KS et 1’acide
hyaluronique (HA) (Figure 29). (Lindahl et al., 2015)

Les GAGs peuvent étre localisés dans la MEC ou insérés dans la membrane plasmique, associés
a une protéine pour former un protéoglycane (PG). La formation des PGs commence par la
synthése de la protéine centrale au sein du réticulum endoplasmique. Parallélement, les GAGs
sont synthétisés dans différents compartiments de I’appareil de Golgi et capables de se lier de
fagon covalente a des sites « Sérine-Glycine » de la protéine centrale du protéoglycane PG.
Ceci par le biais d’une liaison O-glycosidique entre le xylose le saccharide initial de

I’¢longation des GAGs, et le résidu sérine de la protéine centrale. (Prydz, 2015)
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Figure 29. Représentation schématique de la structure des GAGs et leur association a la protéine
centrale du protéoglycane. Les GAGs sont divisés en différentes familles : héparine, héparanes
sulfates, chondroitines sulfates, dermatanes sulfate et ’acide hyaluronique. Les GAGs sont formés d’une
répétition d’un disaccharide définissant le type de GAGs: Acide glucuronique ou iduronique et
glucosamine pour les héparanes, acide glucuronique ou iduronique et galactosamine pour les dermatanes
et acide glucuronique et galactosamine pour les chondroitines. Les GAGs sont fixés par O-glycosylation
par un motif xylose-galactose-galactose-acide glucuronique sur la sérine de la protéine centrale du
protéoglycane. Les GAGs sont sulfatés a différentes positions, 2-O pour I’acide iduronique, 4-O et 6-O
pour le galactosamine ou 3-O et 6-O pour le glucosamine. (Imberty et al., 2007) Protein core : proteine
centrae du protéoglycane, Ser : résidu sérine.

Les chaines GAGs subissent plusieurs modifications principalement la sulfatation. Tous les
GAGs sont sulfatés a I’exception de 1’acide hyaluronique. La sulfatation des GAGs peut se faire
sur plusieurs sites. Ce processus permet de moduler plusieurs signaux extracellulaires. La
sulfatation est variable d’un polysaccharide a un autre. De ce fait, le schéma de sulfatation des
GAGs est appelé « code de sulfatation » : 2-O sulfatation pour 1’acide iduronique, 4-O et 6-O
sulfatation pour les galactosamines ou 3-O et 6-O sulfatation pour le glucoasmine. L héparine
et I’héparane sulfate sont les GAGs les plus sulfatés. La sulfatation et la carboxylation sont
importantes pour I’acquisition de la charge négative nécessaire a I’interaction électrostatique
avec les ligands possédant des résidus basiques appelés « Heparin Binding Proteins ». (Esko et

al., 2009; Pomin and Mulloy, 2018)
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2. Interactions des GAGs

Parmi les familles des GAGs sulfatés, la famille Hp/ HS est la plus étudiée. Cette famille peut
interagir avec les « Heparin Binding Proteins ». Ces derniéres peuvent étre des protéines de la
MEC telles que la fibronectine des facteurs de croissance par exemple le fibroblast growth
factor (FGF)-2 ou des chimiokines telles que RANTES/CCLS5 ou SDF1/CXCL12. Ces
différentes interactions confeérent aux GAGs un réle dans la régulation d’un large éventail de

fonctions biologiques. (Gandhi and Mancera, 2008)

L’interaction électrostatique entre les groupes carboxyles et sulfates des GAGs chargés
négativement et les résidus d’acides aminés chargés positivement telles que les acides aminés
lysine et arginine des protéines, sont les principaux contributeurs a 1’interaction GAGs-
chimiokines. A I'exception de MIP-10/CCL3 et MIP-1B/CCL4, qui sont acides, les chimiokines
sont des protéines hautement basiques. Elles ont tendance a avoir une forte affinité pour HS et
I'héparine par rapport aux autres GAGs qui sont faiblement sulfatés. Dans plusieurs
chimiokines, les motifs de liaison aux GAGs sont définis par des motifs de séquence
caractéristiques "BBXB" ou B est un élément basique et X est un acide aminé quelconque.

(Gandhi and Mancera, 2008, Pomin and Mulloy, 2018)

3. Conséquences fonctionnelles des interactions GAGs-chimiokines
Les GAGs ont pour role de protéger la protéine qui y est associée contre la protéolyse et de

contribuer a I’oligomérisation de leurs ligands. (Proudfoot et al., 2017)

Les GAGs de la surface cellulaire localisent et/ou immobilisent les chimiokines facilitant leur
liaison au récepteur classique RCPG, favorisant ainsi en aval la transduction de signal.

(Proudfoot et al., 2017)

Les GAGs sulfatés en tant que composants de la MEC ou d’un PG transmembranaire peuvent
agir comme des co-récepteurs régulant la fonction du ligand et notamment les chimiokines via

différents mécanismes. (Proudfoot et al., 2017)

3.1. Protection de la protéolyse et stabilité de la fonction des chimiokines
Dans le cadre de la régulation de la réponse inflammatoire, les chimiokines peuvent subir un
phénomeéne de protéolyse. Ce processus peut avoir lieu au niveau de la partie N-terminale, C-
terminale ou au centre de la chimiokine. Le clivage protéolytique peut soit inactiver la

chimiokine comme c’est le cas pour SDF-1/CXCL12, intensifier ou réduire son activité comme
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c’est le cas pour CXCLS8 et CCL7 respectivement. La protéolyse permet également de modifier
la chimiokine en sa forme soluble comme cela a été décrit pour CCL21, dont la forme soluble

générée apres protéolyse est dépourvue d’activité. (Proudfoot et al., 2017)

Les GAGs sont un facteur de protection contre cette protéolyse. Cette protection peut étre due
au blocage stérique du site actif de protéase par la chimiokine associée aux GAGs dans certains
cas et/ou a I’oligomérisation stable de chimiokines. Ainsi, il a ét¢ montré que les GAGs
protéegent CXCL9, CXCL10 et CXCL11 contre le traitement protéolytique par CD26
(dipeptidylpeptidase IV). En effet, la chimiokine CXCL11 li¢ aux GAGs est protégée contre
CD26 a cause de I’encombrement stérique des GAGs au niveau du domaine N-terminal de la
chimiokine. En revanche dans le cas de CXCL12, il a été¢ démontré que la protection du domaine
N-terminal de la chimiokine vis-a-vis de CD26 dépend de 1’oligomérisation de la chimiokine

induite par les GAG. (Metzemaekers et al., 2018)

3.2. Oligomérisation
De nombreuses études in vitro ont montré que les chimiokines s’oligomérisent sur les chaines
GAGs et que cette interaction stabilise leur structure notamment dans le cas des oligoméres
d’ordre supérieur comme RANTES/CCL5 mais permet également la stabilisation
d’hétérodimére comme le cas des chimiokines CCL8 et CCL11 qui sont incapables de s’hétéro-

oligomériser en absence des GAGs. (Crown et al., 2006; Stone et al., 2017)

L’affinité d’interaction des oligomeres de chimiokines avec les GAGs peut définir la nature du
gradient de concentration de chimiokine ainsi que sa durée de persistance. (Ellyard et al., 2007;

Majumdar et al., 2014; Proudfoot et al., 2017)

3.3. Immobilisation et présentation des chimiokines au récepteur

La notion d’un gradient de chimiokines immobilisées (gradient de phase solide) sur les cellules
endothéliales et la MEC est de plus en plus soutenue. L’idée de ce mécanisme haptotactique a
surgi apres I’identification des HS comme composant des cellules endothéliales et de la MEC
qui pourraient favoriser la création d’un gradient de chimiokines immobilisées. En effet, il a été
montré que la migration directionnelle des neutrophiles dépend de I’immobilisation de I’IL-
8/CXCLS sur les HS. De méme il a ét¢ montré dans un modele ex vivo qu’un gradient de
RANTES/CCLS immobilisé sur les GAGs induit le recrutement des leucocytes. (Majumdar et
al., 2014, Sarris et al., 2012)
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L’immobilisation des chimiokines a la surface des cellules endothéliales par les GAGs
maintient un gradient de concentration de chimiokines pres du site d’expression et notamment
au niveau des sites inflammatoires ce qui favorise une migration directionnelle des leucocytes

et facilite la présentation de ces chimiokines a leurs récepteurs.

3.4. Régulation de la réponse fonctionnelle du récepteur de chimiokine
Des ¢études portant sur la liaison et 1’activation des récepteurs de chimiokines ont rapporté que
I’ajout des GAGs exogenes circulants inhibe la fonction des chimiokines y compris celle de
RANTES/CCLS. Cet effet a été expliqué par des études de structure et de cristallographie qui
montrent que les séquences d’interactions chimiokines-récepteur et chimiokine-GAGs se

chevauchent. (Kufareva et al., 2017 ; Proudfoot et al., 2003 ; Shaw et al., 2004)

Les GAGs et les RCPGs peuvent donc travailler en synergie comme dans le cas du recrutement
des leucocytes mais peuvent également avoir un effet opposé. Au cours de nombreuses
situations pathologiques et notamment dans 1’inflammation, les GAGs des protéoglycanes
membranaires subissent un processus de clivage protéolytique (shedding) ce qui permet de les
libérer sous leur forme soluble. L’ectodomaine des protéoglycannes ainsi relargué pourrait
inhiber I’interaction chimiokine-RCPGs par effet compétitif. Cela pourrait atténuer voire
inhiber I’inflammation. (Proudfoot et al., 2017 ; Sarrazin et al., 2011) C’est une des raisons

pour lesquelles les GAGs représentent une cible thérapeutique prometteuse.

Les protéoglycanes membranaires a chaine HS a leur tour peuvent remplir la fonction d’un co-
récepteur fonctionnel notamment le syndécane-4 apres liaison du FGF-2 a ce protéoglycanne.

(Murakami et al., 2002)

V. Fonctions des chimiokines et leurs récepteurs
L’interaction de chimiokines avec leurs récepteurs est impliquée dans un large éventail de
processus physiologiques et physiopathologiques notamment I’organogenése, I’hématopoicse,

l'angiogenese, la prolifération tumorale et I’inflammation qu’elle soit aigu€ ou chronique.

Certaines chimiokines sont considérées comme pro-inflammatoires et peuvent étre induites
pendant une réponse immunitaire pour attirer les cellules du systéme immunitaire vers un site

d'infection, tandis que d'autres sont considérées homéostatiques et sont impliquées dans le
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controle de la migration des cellules dans des conditions physiologiques normales. (Cecchinato

and Uguccioni, 2018, Zlotnik et al., 2011)

1. Hématopoiése

L’hématopoiése est un processus physiologique dynamique permettant le renouvellement des
cellules sanguines a partir des cellules souches hématopoiétiques (CSH) qui migrent vers la
niche hématopoiétique de la moélle osseuse ou elles se différencient en différentes lignées
hématopoictiques. Le réle des chimiokines et de leurs récepteurs dans I'hématopoiese englobe
la régulation de la prolifération ainsi que la survie et la rétention des progéniteurs
hématopoiétiques. La chimiokine SDF-1/CXCL12 et son récepteur CXCR4 sont les plus
connus pour leur role fondamental dans I’homéostasie hématopoiétique. L analyse de la moélle
osseuse d’embryons de souris invalidées pour le géne SDF-1/CXCL12 montre une diminution
drastique du nombre de CSH. De plus, la chimiokine MIP-10/CCL3 inhibe de fagon réversible
le cycle cellulaire des cellules progénitrices hématopoiétiques. Cet effet inhibiteur de MIP-
1a/CCL3 est bloqué par MIP-1B/CCL4. D’autres chimiokines telles que I’IL-8/CXCL8, PF-
4/CXCL4 et MCP-1/CCL2 inhibent la formation des progéniteurs my¢loides. (Bonavita et al.,
2018)

2. Organogenése

Les chimiokines homéostatiques participent a I’organogenése. En effet, I’axe SDF-1/CXCL12-
CXCR4 est primordial dans la mise en place de la moélle osseuse, le systéme nerveux central,
le cceur, le pancréas chez le poisson zébre. De plus, il a été rapporté que cet axe contribue
¢galement au développement du cartilage et du squelette, notamment en régulant la

différenciation de la lignée ostéogénique. (Katsumoto and Kume, 2013; Yellowley, 2013)

D’autres chimiokines homéostatiques comme CCL21 sont impliquées dans la mise en place des
organes lymphoides secondaires et dans I’homéostasie des monocytes circulants qui participent
a la surveillance immunitaire. L’axe CCL21-CCR?7 régit le recrutement des cellules T naives
dans les ganglions lymphatiques, et I’axe CXCL13-CXCRS favorise le recrutement des cellules
B dans les ganglions lymphatiques. (Zlotnik et al., 2011)

A cela s’ajoute I’effet de MCP-1/CCL2 dans la moélle osseuse, qui gouverne la sortie des
monocytes vers le sang en conditions inflammatoires ou non via son récepteur CCR2.

(Combadiere et al., 2008; Deshmane et al., 2009; Surmi and Hasty, 2010)
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3. Réparation tissulaire /cicatrisation

La réparation tissulaire est un phénoméne physiologique complexe caractérisé¢ par une phase
inflammatoire précoce impliquant le recrutement des leucocytes. Ce recrutement est
majoritairement dépendant de la production de facteurs chimioattractants comme les
chimiokines et de molécules directement impliquées dans le remodelage et la reconstruction

tissulaire comme le collageéne.

Les chimiokines telles que MCP-1/CCL2, MIP-10/CCL3, MIP-1B/CCL4 et RANTES/CCLS5
en interagissant avec CCRI1, 2, 3 et 5 sont impliquées dans le recrutement de monocytes et
macrophages au niveau des plaies. De plus, il a été rapporté que la phase inflammatoire de la
cicatrisation in vivo est caractérisée par une forte expression de MCP-1/CCL2, MIP-1a/CCL3
ainsi que MIP-1B/CCL4. Une amélioration de la réparation des Iésions a été observée in vitro
aprés stimulation des cellules endothéliales dermiques microvasculaires avec les chimiokines

CCL1, CCL11, CCL27, CXCLS. (Biinemann et al., 2018)

Diverses chimiokines sont impliquées dans l'inflammation et la cicatrisation post-fracture.
MCP-1/CCL2 et SDF-1/CXCLI12 ont ¢été étudiées en détail pour leur role dans la réparation
osseuse. La chimiokine SDF-1/CXCL12 exprimée dans les cellules de moélle osseuse et de
stroma périvasculaire, est indispensable au recrutement de cellules souches mésenchymateuses
(CSM) et de progéniteurs d’ostéoclastes au niveau de la 1ésion osseuse. SDF-1/CXCL12
participe a la réparation osseuse lors d’une fracture. MCP-1/CCL2 favorise le recrutement des
neutrophiles, qui est un stade précoce de la guérison de la fracture et dans l'infiltration des CSM
pour la réparation ultérieure de la fracture. Les souris dont le géne codant pour MCP-1/CCL2
ou pour CCR?2 a ét¢ invalidé présentent une moins bonne réparation de la fracture et un retard

de guérison. (Edderkaoui, 2017)

4. Angiogenése
La formation de nouveau vaisseaux sanguins est essentielle dans de nombreux processus
physiologiques telle que la réparation tissulaire (cicatrisation) et pathologiques telles que

I’inflammation chronique et la prolifération tumorale.

Les chimiokines CXC peuvent étre classées en deux sous-groupes basés sur la présence du
motif ELR (Glu-Leu-Arg) a l'extrémité N-terminale. Les chimiokines CXC qui possedent la
séquence ELR comme CXCLI1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 et CXCLS8 sont

connues pour étre pro-angiogéniques. Les chimiokines pro-angiogéniques en interagissant avec
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leurs récepteurs endothéliaux entrainent une migration accrue et parfois, une prolifération et
l'inhibition de l'apoptose des cellules endothéliales. Les chimiokines peuvent agir en synergie
avec d'autres facteurs angiogéniques pour favoriser l'angiogenése. (Strieter et al., 2005)
Certaines chimiokines, telles que SDF-1/CXCL12 et IL-8/CXCLS induisent 1'expression du
VEGTF, qui a son tour favorise la production de chimiokines angiogéniques ce qui génere une
boucle de rétrocontrdle. (Martin et al., 2009) En outre, les chimiokines peuvent attirer des
leucocytes produisant des facteurs angiogéniques, tels que des macrophages, dans un

microenvironnement tumoral, accélérant ainsi I'angiogenese. (Chow and Luster, 2014)

Les chimiokines sans motif ELR comme le cas de PF-4/CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11
et CXCL14, sont connues comme des inhibiteurs de l'angiogenese. Les chimiokines anti-
angiogéniques CXCL4 et CXCL10 peuvent inhiber 1’angiogenése dépendante du VEGF et
supprimer 1’effet du basic Fibroblast Growth Factor (bFGF). Ce type de chimiokines peut
¢galement inhiber la chimiotaxie et la prolifération des cellules endothéliales. (Chow and

Luster, 2014)

5. Cancer et métastase

Les chimiokines jouent également un réle important dans la biologie des cellules non
immunitaires et notamment les cellules tumorales. Elles jouent de multiples fonctions dans la
croissance et la progression des tumeurs. Elles peuvent réguler directement la croissance
tumorale en induisant la prolifération des cellules cancéreuses ou en inhibant leur apoptose. Il
a été également montré, d’une part, que les cellules tumorales acquierent la capacité de produire
des chimiokines favorisant leur propre croissance et d’autre part elles peuvent exprimer des
récepteurs de chimiokines leur permettant de recevoir un signal pour promouvoir leur propre
prolifération. Par exemple, il a été rapporté que les chimiokines CXCL1, CXCL2, CXCL3,
CXCLS8, MCP-1/CCL2 et RANTES/CCLS étaient non seulement exprimées dans le mélanome,
mais €galement impliquées dans la croissance et la progression tumorale. (Chow and Luster,
2014) Elles peuvent également réguler indirectement la croissance tumorale par leurs effets sur
les cellules stromales mésenchymateuses localisées dans le micro-environnement tumoral en
induisant la libération de facteurs de croissance et de facteurs angiogéniques a partir de ces
cellules. De plus, les chimiokines peuvent diriger la migration et 1’invasion des cellules

tumorales requises pour la formation de métastases.
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CXCR4 et son ligand CXCL12 ont été impliqués dans le développement de métastases. Le
blocage de l'axe PF-4/CXCR4-CXCL12 supprime les métastases du cancer du sein dans les
poumons. L’implication des chimiokines dans la formation des métastases a également été
montrée dans d’autres types de tumeurs tels que le cancer de la prostate (métastase osseuse) ou
le cancer du poumon (métastases osseuses, hépatiques...). (Chow and Luster, 2014) 11 a été
montré que l'expression du récepteur CXCR4 est corrélée avec I'augmentation des métastases
tumorales chez les patients cancéreux. L'infiltration des cellules tumorales dans les vaisseaux
lymphatiques est indispensable pour le développement des métastases. Il est connu que 1’axe
CCL21-CCR?7 est crucial pour ce processus d’infiltration par les cellules dendritiques et les
lymphocytes T dans les vaisseaux et niches lymphatiques et il semble également impliqué dans

ce processus d’infiltration des cellules tumorales. (Zlotnik et al., 2011)

Les cellules cancéreuses dans une tumeur dépendent des vaisseaux sanguins pour acquérir
suffisamment d'oxygene et de nutriments et pour éliminer les déchets. L'angiogenese a été
décrite comme une étape limitante de la formation et de la progression tumorale. Les
chimiokines pro-angiogéniques, décrites dans la partie précédente, tiennent une place

importance dans ce processus. (Chow and Luster, 2014, Strieter et al., 2005)

Nous devons également retenir que dans ce contexte tumoral, les chimiokines sont
potentiellement bi-fonctionnelles pendant le développement de la tumeur et peuvent présenter
a la fois des capacités de promotion et de suppression tumorale. (Chow and Luster, 2014) Par
conséquent, la contribution des chimiokines au développement d’une tumeur dépend de
1'équilibre entre des facteurs favorisant la croissance et la survie de la tumeur et des facteurs
limitant la prolifération cellulaire anarchique au sein d’un tissu. Ces facteurs pourront provenir

de la tumeur, de son microenvironnement et de la circulation systémique.

6. Inflammation

Au-dela de leur role central dans la coordination de la migration des cellules immunitaires vers
le site de l'inflammation, les chimiokines jouent également un rdle important dans le
développement des tissus lymphoides secondaires, dans la maturation des cellules immunitaires
et dans la production de réponses immunitaires adaptatives. Une dérégulation de I’expression
de chimiokines et de leurs récepteurs est impliquée dans un large éventail de maladies

humaines, y compris les maladies inflammatoires et auto-immunes. Cependant, I’implication
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de ces chimiokines dans le développement de ces maladies n’a jamais pu étre démontrée de

manicre directe. (Chow and Luster, 2014, Griffith et al., 2014)

Les chimiokines ont été détectées non seulement dans les fluides corporels mais aussi dans les
coupes histologiques des patients atteints de polyarthrite rhumatoide. Les articulations des
patients atteints de polyarthrite rhumatoide présentent des niveaux élevés de MCP-1/CCL2,
MIP-1a/CCL3 et RANTES/CCLS5 et un recrutement accru de monocytes et de cellules T dans
les tissus synoviaux des articulations du genou. (Kraan et al., 2001; Turner et al., 2014) L’IL-
8/CXCLS peut étre détectée dans le liquide synovial de patients atteints de diverses maladies
rhumatismales inflammatoires. De plus, les patients atteints de colite ulcéreuse évolutive
présentent des taux ¢levés d’IL-8/CXCLS8 dans les muqueuses. (Mahida et al., 1992; Turner et
al., 2014) La physiopathologie du psoriasis est é¢galement liée a I'inflammation médiée par les
chimiokines et au recrutement lymphocytaire dans la peau, comme l'infiltration des
lymphocytes T dépendante de CXCR3. (Flier et al., 2001; Turner et al., 2014) En outre, les
chimiokines RANTES/CCLS et MCP-1/CCL2 ont été mises en évidence dans le sérum des
patients athérosclérotiques et in situ au niveau de la plaque d’athérome. (Barlic and

Murphy,2007)
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D. Le recrutement des leucocytes par I’endothélium

Le recrutement des leucocytes est un processus crucial pour toute réponse immunitaire. Il est
régulé par une action combinée entre les cellules endothéliales et les leucocytes, ou les cellules
endothéliales activées guident les leucocytes circulants vers des sites de transmigration. Les
leucocytes quant a eux, aprés avoir adhéré a 1’endothélium transmettent aux cellules
endothéliales des signaux visant a I’ouverture d’une voie de transmigration aboutissant a leur

infiltration vers les tissus 1ésés ou le site d’inflammation.

Aux sites d'inflammation ou de Iésion vasculaire, des stimuli pro-inflammatoires tels que le
TNF-a, I’interleukine-1(IL-1) et I’interleukine-4 (IL-4) ou le LPS, induisent une augmentation
de l’interaction entre la surface endothéliale vasculaire luminale et les leucocytes. Les
leucocytes migrent vers les tissus endothéliaux vasculaires 1ésés grace au gradient
chimioattractant établi par de nombreuses chimiokines telles que MCP-1/CCL2,
RANTES/CCLS5 ou IL-8/CXCL8 présentes a la surface de I’endothélium et liées aux
protéoglycanes a chaines héparane sulfate. (Hundelshausen et al., 2017; Lindahl et al., 2015;
Shi and Pamer, 2011) Les leucocytes circulants peuvent alors reconnaitre 1'endothélium
vasculaire au niveau du site inflammatoire et interagir avec la paroi des vaisseaux sanguins par
une série d’étapes : capture, roulement, arrét leucocytaire ferme, locomotion vers les jonctions
inter-endothéliales (crawling) et transmigration a travers les barriéres des cellules endothéliales,

des péricytes et de la membrane basale (Figure 30). (Muller, 2013, 2016, Vestweber, 2015)
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Figure 30. Recrutement des leucocytes par I’endothélium. L’endothélium activé par des facteurs pro-
inflammatoires présente a sa surface luminale des niveaux élevés de molécules d’adhérence telles que
sélectines, [CAM-1, VCAM-1 et PECAM-1. L’interaction des molécules d’adhérence avec leurs ligands
exprimés par les leucocytes circulants engendre une cascade d’événements qui définit le recrutement
leucocytaire. Suite a sa capture, le leucocyte va rouler sur I’endothélium (Rolling), y adhérer (Arrest ou
firm adhesion), migrer vers les sites de diapédese (Crawling) et enfin transmigrer a travers I’endothélium
pour rejoindre le tissu (tranendothelial migration). (Vestweber, 2015)

Cette cascade d’éveénements qui définit le recrutement leucocytaire, implique des étapes
consécutives d'interactions adhésives entre les leucocytes et 'endothélium. Ces interactions
comprennent des adhérences transitoires et réversibles de faible affinité médi¢e par les
sélectines, et de forte affinité médiée par les intégrines, puis la migration des leucocytes a
travers I'endothélium et au-dela. (Langer and Chavakis, 2009) Sur la base de ces interactions,
on distingue trois étapes phares du recrutement des leucocytes, dites « étapes traditionnelles »

qui sont : le roulement, I’adhérence ferme et la transmigration.

I. Roulement des leucocytes

Cette étape représente le processus initial du recrutement actif des leucocytes. Dans un contexte
inflammatoire, les sélectines endothéliales interviennent dans la capture des leucocytes
circulants. Cette interaction transitoire, en combinaison avec le flux sanguin entraine le
phénoméne de roulement des leucocytes sur la surface apicale (luminale) des cellules
endothéliales. Au cours du roulement, de longues extensions membranaires se forment a
l'arriere du leucocyte lesquelles se fixent sur I’endothélium et s’enroulent autour du leucocyte

pour le ralentir (figure. 31). (Sundd et al., 2012; Vestweber, 2015)

94



DO BN
;
(/ )

)

Figure 31. Représentation schématique du mécanisme du roulement leucocytaire. (1, 2) Le
ligand de sélectine P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1, en rouge) exprimé a la surface du
leucocyte (vert) interagit transitoirement avec la P-sélectine endothéliale (bleue) et forme une longue
extension membranaire qui lui sert d’attache. (3, 4 et 5) Cette attache s’enroule autour du leucocyte
durant son mouvement de roulement et le ralentit jusqu’a son arrét (6). (Sundd et al., 2012)

1. Role des sélectines

La famille des sélectines est constituée de la E-sélectine exprimée par les cellules endothéliales
activées, la P-sélectine exprimée a la surface des plaquettes et 'endothélium et la L-sélectine
exprimée constitutivement sur les leucocytes. L’inhibition des sélectines par les anticorps
neutralisants a démontré 1’importance de ces glycoprotéines dans le phénoméne de roulement
des leucocytes. Ainsi, I’injection des anticorps neutralisants anti-sélectines a inhibé le
roulement des leucocytes in vivo dans un modele de souris. De méme, les souris dont le gene
de la P-sélectine a été invalidé ne présentent aucune trace de roulement leucocytaire. (Langer

and Chavakis, 2009)

Les ligands de sélectines sont des glycoprotéines riches en résidus d’hydrates de carbone
sialylés fucosylés de la famille de Lewis x (sialyl-Lewis*, sLe¥). Le ligand le plus important est
le P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1), qui est présent sous forme d’un homodimere a
la membrane des leucocytes. Le PSGL-1 peut se lier a la fois a la P-sélectine et a la E-sélectine.
Il a été montré que I'interaction de ces sélectines avec PSGL-1 exprimé a la surface des
neutrophiles peut entrainer I'activation de I’intégrine aLB2/LFA-1, favorisant ainsi la transition
entre le roulement des neutrophiles et 1'adhérence ferme des neutrophiles dépendants des

intégrines. (Vestweber et al., 2014; Zarbock et al., 2007)

Cependant, il existe d’autres ligands des sélectines hormis PSGL-1. A titre d’exemple, le CD34

exprimé par les cellules endothéliales, sous sa forme glycosylée devient un partenaire
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d’interaction pour la L-sélectine exprimée a la membrane des leucocytes. (Rosen, 2004;

Zarbock et al., 2007)

II. Arrét et adhérence ferme des leucocytes

L’adhérence ferme des leucocytes est la conséquence de la signalisation issue de 1’interaction
des chimiokines immobilisées a la surface des cellules endothéliales avec leurs récepteurs
présents a la surface des leucocytes. Au niveau des leucocytes, la transduction du signal
engendrée par la liaison des chimiokines a leurs RCPGs entraine 1’activation des intégrines et

aboutit a un arrét stable et définitif du leucocyte (Figure 32).
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Figure 32. Modéle d’activation leucocytaire des intégrines suite a I’activation d’un RCPG par une
chimiokine. (1) Les chimiokines immobilisées sur les cellules endothéliales interagissent avec leurs
RCPGs spécifiques exprimés par le leucocyte. L’activation rapide du RCPG induit une signalisation
dépendante de la protéine G qui conduit a I’activation de la phospholipase C (PLC) qui hydrolyse le
PIP2 en IP3 et DAG. Ce dernier, cible le CDGI et Rap-1. (2) Rap-1 favorise I’interaction du Talin avec
le domaine cytoplasmique de I’intégrine aboutissant a son changement de conformation permettant une
activation intermédiaire. (3) L’interaction de 1’intégrine avec son ligand (exemple ICAM-1) exerce une
force (F) pour séparer les chaines a et § de ses régions transmembranaires facilitant ainsi 1’acces du
ligand a son site de liaison au niveau des intégrines. Ceci favorise 1’activation compléte des intégrines.
Cette interaction entre I’intégrine et le ligand peut étre stabilisée par plusieurs mécanismes notamment
par le PIP2 généré par la PIP2-kinase type Iy dépendante des Rho GTPases. (4lon and Ley, 2008)

P actin
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1. Intégrines

Les intégrines sont des molécules d’adhérence constituées d’un complexe d'hétérodimeres de
sous-unités o et B. En absence de stimulation, les intégrines sont sous leur conformation
«courbée ou incurvée » inactive. L’interaction des chimiokines avec leurs RCPGs spécifiques
a la surface des leucocytes permet 1’activation des intégrines leucocytaires. Cette activation
entraine un changement de la conformation des intégrines « forme droite ou ouverte », ce qui
favorise I’interaction des intégrines avec leurs ligands exprimés a la membrane des cellules

endothéliales (Figure 32).(Campbell and Humphries, 2011)

Les intégrines les plus importantes pour le recrutement des leucocytes et notamment pour
I’étape de ’adhérence ferme sont : les intégrines de la famille B2 tels que I'antigéne associé a
la fonction lymphocytaire 1 (LFA1/intégrine alLB2) qui est exprimé par tous les leucocytes, et
l'antigéne Macrophage 1 (Mac-1 /aM2) qui est exprimé par les cellules myéloides, ainsi que
l'intégrine de la famille B1, l'antigéne trés tardif 4 « Very Late Antigen 4 » (VLA-4/04P1), qui
est exprimé par les lymphocytes effecteurs et les monocytes. (Langer and Chavakis, 2009) Les
principales intégrines qui régulent l'adhérence des leucocytes induite par le SDF-1/CXCL12
sont LFA1/ aLB2, Mac-1 /aMB2, VLA-4/04B1 et VLA-5/a5B1. Il a été montré in vivo dans
différents modeles animaux que I’adhérence ferme des neutrophiles s’effectue a I’aide de LFA-
1/aLB2 et de Mac-1/aMp2 pour 1'adhérence. (Campbell and Humphries, 2011; Van Buul and
Hordijk, 2004, Vestweber, 2015)

De nombreuses études ont démontré le role important des intégrines exprimées par les
leucocytes dans le controle de leur recrutement et notamment dans 1’étape de 1’adhérence.
Ainsi, la pré-incubation des neutrophiles avec des anticorps neutralisants des [2-intégrines
réduit leur adhérence sur une barriére endothéliale. De méme, les souris déficientes en B2-
intégrines présentent une diminution importante de I'adhérence ferme des leucocytes et une
altération du recrutement des leucocytes au niveau des sites inflammatoires. (Langer and
Chavakis, 2009; Wilson et al., 1993) Dans un mod¢le d’arthrite chez le rat, I’inhibition
combinée de LFA-1/aLP2 et de VLA-4/a4B1 avec des anticorps neutralisants a inhibé
I’infiltration des monocytes au niveau des articulations. (Issekutz and Issekutz, 1995) Chez
I'Homme, le déficit en adhérence leucocytaire I (LAD-I) est causé par la mutation du gene
ITGB2 codant pour la B2-intégrine, entrainant une altération du recrutement des leucocytes
notamment des neutrophiles et par conséquent, ces patients présentent des infections

bactériennes récidivantes mettant en jeu le pronostic vital. (Schmidt et al., 2013)
97



2. Les ligands des intégrines

Les intégrines peuvent interagir avec plusieurs ligands comprenant des protéines de la MEC,
des glycoprotéines de surface cellulaire ainsi que des facteurs du complément et les composants
solubles de la cascade hémostatique et fibrinolytique. Les principaux ligands d'intégrines
impliqués dans l'adhérence des leucocytes appartiennent a la superfamille des
immunoglobulines et comprennent les molécules d'adhérence intercellulaire (ICAM, Inter
Cellular Adhesion Molecule) 1-5, la molécule d'adhérence cellulaire vasculaire-1 (VCAM-1,
Vascular Cell Adhesion Molecule-1), ainsi que les JAMs qui sont exprimées entre autres a la
membrane des cellules endothéliales. (Campbell and Humphries, 2011, Langer and Chavakis,
2009) Les intégrines LFA-1/aLP2 se lient aux ICAM-1 et ICAM-2 alors que VLA-4/04f1
interagit avec VCAM-1 exprimé a la surface apicale de I'endothélium. Les intégrines VLA-
4/a4B1 et VLA-5/a5B1 sont capables d’interagir avec la fibronectine, une glycoprotéine
matricielle. (Muller, 2013)

3. Interaction entre intégrines leucocytaires et ligands endothéliaux

L’interaction des intégrines avec leurs ligands induit de multiples cascades de signalisation
intra-leucocytaires. La liaison entre les chimiokines et les RCPG aboutit a une transduction de
signal intracellulaire qui entraine I’activation d’intégrines dite « inside-out ». Le leucocyte

traduit cette transduction de signal en polarisation cellulaire et en mouvement vers l'avant.

Ce mouvement est généralement la combinaison de la protrusion frontale et de la contractilité
a la fois a l'avant et a l'arriére du leucocyte, ce qui permet le déplacement du leucocyte vers
I’avant. Les intégrines LFA1/aLP2 et VLA4/04B1 sont nécessaires pour cette migration
locomotive directionnelle des leucocytes vers les sites de transmigration. Chacun de son coté
agit a travers des cascades de signalisation distinctes pour conduire a une chimiotaxie efficace.
VLA-4/ 041 utilise la paxilline pour réguler 'attachement et le détachement des leucocytes
durant la migration directionnelle, la signalisation dépendante de LFA1/aLB2 est médi¢e par
I’activation de la voie RhoA/ROCK/MLCK qui régule la contraction des cellules et le
détachement de la matrice. (Ley et al., 2007; Van Buul and Hordijk, 2004)

L’interaction des intégrines LFA1/aLPB2 et VLA4/04B1 avec leurs ligands endothéliaux ICAM-
1 et VCAM-1 sur la surface luminale induisent également une signalisation intracellulaire dans

les cellules endothéliales aboutissant ainsi a la migration trans-endothéliale des leucocytes.
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III. Migration trans-endothéliale des leucocytes

Les sites de la migration trans-endothéliale sont généralement les jonctions entres les cellules
endothéliales adjacentes. Les jonctions inter-endothéliales sont transitoirement ouvertes suite a
une transduction de signal au sein des cellules endothéliales déclenchée par les leucocytes.
Alternativement, les leucocytes peuvent parfois transmigrer par voie transcellulaire en passant
directement a travers le corps de la cellule endothéliale. Le choix de la voie dépend du type
cellulaire transmigrant, du site de la migration trans-endothéliale et de 1'intégrité des jonctions
inter-endothéliale de la barriére. Ainsi, les lymphocytes T sont plus susceptibles de prendre une
voie transcellulaire lorsque les jonctions sont renforcées notamment au niveau de la barriére

hémato-encéphalique. (Cerutti and Ridley, 2017)

La migration trans-endothéliale implique ICAM-1 et VCAM-1 sur la surface luminale, Platelet
endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) et JAMs sur la membrane basolatérale de
I’endothélium. L'expression et la régulation de ces molécules dépendent de la contrainte de
cisaillement du flux sanguin, des cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines, du réseau

vasculaire. (Cerutti and Ridley, 2017)

1. Role des molécules d’adhérences ICAM-1 et VCAM-1
Le regroupement de ICAM-1 et VCAM-1 sur les cellules endothéliales transmet un certain
nombre de signaux dans la cellule endothéliale, dont certains semblent étre nécessaires pour la

migration trans-endothéliale des leucocytes. (Muller, 2013, 2016)

L’interaction de ICAM-1 endothéliale avec LFA-1/aLB2 leucocytaire induit une activation des
kinases Src et Pyk2 qui phosphorylent la VE-cadhérine sur les sites de liaison entre la p120 et
la B-caténine, les résidus de tyrosine 658 et 731, respectivement. Ceci inhibe la liaison de la
p120 et de la B-caténine a la VE-cadhérine. Puisque l'interaction de ces protéines avec la VE-
cadhérine est essentielle pour retenir la VE-cadhérine a la jonction adhérente, cela déstabilise
les jonctions inter-endothéliales permettant la migration trans-endothéliale des leucocytes.
(Allingham et al., 2007) Suite a son interaction avec LFA-1/aLp2, ICAM-1 active également
RhoA, qui active ROCK. Cette derniére a son tour phosphoryle et inactive la protéine
phosphatase 1c (PPlc), la principale phosphatase inactivant MLCK, ce qui contribue a la
contraction de l'actine-myosine (Figure 33). (Cerutti and Ridley, 2017; Muller, 2013, 2016)
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Figure 33. Signalisation intra-endothéliale intégrines-dépendante. L’ interaction des intégrines des
leucocytes LFA1l/aLP2 et VLA4/a4P1 avec leurs ligands endothéliaux ICAM-1 et VCAM-1
respectivement forment des regroupements des ICAM-1 et VCAM-1 soutenue par l'actine qui peut
renforcer ’adhérence du leucocyte sur la cellule endothéliale. Ces regroupements de ICAM-1 et VCAM-
1 déclenchent une augmentation transitoire du Ca*" intracellulaire qui stimule les contractions induites
par le filament d'actine-myosine, favorisant ainsi l'ouverture des jonctions inter-endothéliales.
Parallélement, VCAM-1 stimule une voie de signalisation par la production de ROS qui entraine la
dissociation de la VE-PTP de la VE-cadhérine, réduisant ainsi sa fonction adhésive. (Vestweber, 2015)
ROS : especes réactives de I’oxygene ; VE-PTP : protéine tyrosine phosphatase vasculaire endothéliale.

Parall¢lement, 1’interaction de VCAM-1 exprimée a la surface des cellules endothéliales avec
VL-4/04B1 leucocytaire favorise a leur tour la transmigration via une signalisation PKCa et
ERK1/2 endothéliale aboutissant a I’activation de la phosphatase PTP1B. (4bdala-Valencia et
al., 2011; Berdnikovs et al., 2012) La PTP1B peut dissocier le complexe de VE-cadhérine en
déphosphorylant la B-caténine sur son résidu Y654. (Adam, 2015) 1l a été également montré
que VCAM-1 active également Rac 1 et stimule une augmentation des dérivés réactifs de
l'oxygene (de 1’anglais Reactive oxygen species ROS) dans les cellules endothéliales qui
conduit a un relachement des jonctions adhérentes dépendant de la kinase Pyk2. (Vestweber,

2015)

Au cours de la migration trans-endothéliale des leucocytes, le regroupement membranaire des
molécules d’adhérence ICAM-1 et VCAM-1 contribuent au changement morphologique des

cellules endothéliales ce qui permet une contraction au niveau des jonctions.

2. Role de la VE-cadhérine
L'une des étapes centrales de la migration trans-endothéliale des leucocytes consiste a franchir

la barriere endothéliale. La VE-cadhérine est d'une importance majeure pour la stabilité des
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jonctions endothéliales. Elle forme une structure trés cohésive empéchant 'infiltration des
leucocytes. Ceci a été bien prouvé dans des études montrant que I'inhibition de la VE-cadhérine
augmente le taux de la migration trans-endothélial des leucocytes in vitro et in vivo. (Carmeliet

etal., 1999; Corada et al., 1999; Zanetta et al., 2005)

In vitro, en utilisant une protéine de fusion VE-cadhérine-GFP, il a ét¢ montré que la VE-
cadhérine est expulsée transitoirement des jonctions des cellules endothéliales lors de la
transmigration des monocytes ou des lymphocytes T. (Shaw et al., 2001, Van Buul and Hordijk,
2004) D’autre part, la mutation de la VE-cadhérine au niveau des domaines d’interaction avec
la p120 ou la B-caténine empéche I’expulsion de la VE-cadhérine des jonctions inter-

endothéliales et bloque la transmigration. (Oas et al., 2013)

En conditions physiologiques, la VE-cadhérine est maintenue dans un état hypo-phosphorylé
dans le complexe jonctionnel grace a 1’action de la phosphatase VE-PTP qui s'associe a la VE-
cadhérine via la plakoglobine. En conditions inflammatoires, l'interaction des leucocytes avec
les cellules endothéliales activées dissocie la VE-PTP de la VE-cadhérine. Cette dissociation a
pour conséquence qu’il n’y a plus de déphosphorylation par la VE-PTP. La VE-cadhérine est
donc maintenue phosphorylée facilitant ainsi la migration trans-endothéliale des leucocytes.
(Muller, 2013) La dissociation entre la VE-PTP et la VE-cadhérine est nécessaire pour
'ouverture des jonctions endothéliales in vivo ; une stabilisation sélective et inductible de
l'interaction entre la VE-cadhérine et la VE-PTP inhibe la migration trans-endothéliale des
leucocytes. (Broermann et al., 2011) Ceci implique que la phosphorylation des tyrosines du
domaine cytoplasmique de la VE-cadhérine et/ou de ses partenaires notamment la B-caténine
et la plakoglobine, est nécessaire pour la régulation positive de cette voie de migration trans-

endothéliale leucocytaire. (Vestweber, 2015)

La surexpression des formes mutées de VE-cadhérine qui portent des mutations ponctuelles
empéchant la phosphorylation de certains résidus tyrosines tels que Y645, Y658, Y685 et Y731,
inhibe la transmigration des leucocytes in vitro a travers les cellules endothéliales. Toutes les
études ont mis en évidence I’implication du résidu Y731 par contre elles n'ont pas identifié les
mémes résidus tyrosine de VE-cadhérine comme étant impliqués. (Adam, 2015, Langer and

Chavakis, 2009)

11 a été montré en utilisant des cellules endothéliales surexprimant la forme mutée Y731F-VE-

cadhérine que la déphosphorylation du résidu Y731 de la VE-cadhérine est nécessaire pour une
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migration trans-endothéliale efficace, indépendamment de la stimulation induite par I'IL-1f3 ou
le TNF-a. (Wessel et al., 2014) De plus, une VE-cadhérine phosphorylée sur la tyrosine 685 et
déphosphorylée sur la tyrosine 731 est internalisée par le complexe AP-2 permettant la

migration trans-endothéliale du leucocyte (Figure 34). (Hordijk, 2016, Wessel et al., 2014)
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Figure 34. La phosphorylation et ’internalisation de la VE-cadhérine dans le controle de la
migration trans-endothéliale. A I’état basal, la tyrosine 731 (Y731) est phosphorylée et la tyrosine 685
(Y685) est liée a la phosphatase VE-PTP et par conséquent Y685 est déphosphorylée. Cette combinaison
de phosphorylation empéche la migration trans-endothéliale. Les stimuli inducteurs de la perméabilité
telle que le TNF-a induisent une dissociation de VE-PTP permettant la phosphorylation de la Y685.
L'adhérence des leucocytes induit une déphosphorylation de la Y731 par SHP2, concomitante a une
phosphorylation accrue du résidu Y685. La VE-cadhérine phosphorylée sur sa Y685 et déphosphorylée
sur sa Y731 est ensuite internalisée par le complexe AP2-adaptine, entrainant une disjonction des
cellules endothéliales et favorisant la migration trans-endothéliale des leucocytes. (Hordijk, 2016) TEM
: migration trans-endothéliale, pY 685 : résidu tyrosine 685-VE-cadhérine phosphorylé, pY731 : résidu
tyrosine 731-VE-cadhérine phosphorylé, VE-PTP : VE-cadhérine protéine tyrosine phosphatase, kin :
kinases SHP2 : src homology 2 phosphatase, AP2 : complexe AP2.

Pour la migration trans-endothéliale paracellulaire, deux événements de signalisation
surviennent une fois que le leucocyte est arrété puis adhéré a I'endothélium : 1) L’internalisation
locale de la VE-cadhérine. 2) La mobilisation de protéines membranaires incluant PECAM-1
d'un compartiment de recyclage de bordure latérale (LBRC, Lateral Border Recycling
Compartement) au site de la migration trans-endothéliale. (Muller, 2013, 2016)

3. Compartiment de recyclage de la bordure latérale
Un compartiment multivésiculaire localisé a l'intérieur des cellules endothéliales et directement

1i¢ a la membrane plasmique, appelé compartiment de recyclage de la bordure latérale (LBRC),
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peut favoriser la migration trans-endothéliale des leucocytes (Figure 35). Le déplacement de
ce compartiment a la surface cellulaire au fur et a mesure de la migration trans-endothéliale
facilite le passage des leucocytes transmigrant a travers les jonctions. Il a été également montré
que le relachement des jonctions endothéliales adhérentes par une bréve chélation du calcium
conduit a une sortie diffuse du LBRC le long de la bordure de la cellule endothéliale (Muller,
2016, Vestweber, 2015) Ce compartiment peut contenir PECAM-1, CD99 et JAM-A mais
pas la VE-cadhérine.
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Figure 35. Role du compartiment de recyclage de la bordure latérale dans la migration trans-
endothéliale La capture du leucocyte déclenche la mobilisation des vésicules du LBRC vers les
jonctions inter-endothéliales augmentant ainsi la surface de la membrane au niveau de ces sites. Cet
effet est lancé par PECAMI1 qui est localisée au niveau des jonctions inter-endothéliales et dans les
LBRC. (A) Migration des leucocytes vers les jonctions, & ce méme endroit un recyclage consécutif du
LBRC a lieu. (B) Les PECAM endothéliales et leucocytaires interagissent entre elles. (C) cette
interaction déclenche un signal (éclair jaune) qui dirige les vésicules de LBRC vers les sites de
transmigration du leucocyte. (D) les vésicules LBRC entourent le leucocyte entre deux cellules
endothéliales adjacentes. (E) Le recyclage de LBRC continue au fur et 8 mesure du cheminement du
leucocyte a travers la bordure entre les cellules endothéliales. (Muller, 2013) CE : cellule endothéliale.

Le trafic de vésicules LBRC vers les jonctions inter-endothéliales est initialement déclenché
par les leucocytes a travers une interaction homophilique entre PECAM endothéliale et PECAM
leucocytaire. Cette molécule d’adhérence est toujours accessible par un recyclage effectué entre
les jonctions et le plasmalemme sous-jonctionnel au niveau de la zone active de la migration
trans-endothéliale des leucocytes. (Muller, 2013) Des anticorps spécifiques neutralisants anti-
PECAM-1 bloquent la diapédése des monocytes et des neutrophiles a différents stades de la
migration trans-endothéliale, en fonction du domaine protéique avec lequel ils interagissent.
Les anticorps qui se lient au premier domaine amino-terminal de PECAM-1 bloquent les

monocytes in vitro a une position apicale au niveau des jonctions endothéliales, alors que les
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anticorps qui se lient au sixieme domaine immunoglobuline de PECAM-1 induisent
l'accumulation des leucocytes entre les cellules endothéliales et la membrane basale. Ces

résultats ont été confirmés in vivo chez la souris. (Muller, 2016)

Suite a 'initiation de la migration trans-endothéliale, une deuxiéme vague de trafic de vésicules
est déclenchée par CD99. Ce mécanisme repose sur un complexe associ¢ a CD99 contenant de
l'ezrine, une protéine qui se lie a I’actine du cytosquelette, une adénylyl cyclase soluble et une

PKA (Figure 36). (Watson et al., 2015)

De maniére similaire a PECAMI1, CD99 a été mis en évidence a la fois sur les monocytes et sur
les cellules endothéliales. L’interaction homophilique entre les deux molécules CD99, I’une sur
un leucocyte et 1’autre sur une cellule endothéliale a été démontrée comme étant nécessaire a la
transmigration. L’utilisation d’un anticops neutralisant anti-CD99 humain in vitro bloque
sélectivement la migration des monocytes au travers d’une monocouche de cellules
endothéliales HUVEC. (Muller, 2016; Schenkel et al., 2002) D’autre part, I’injection
d’anticorps anti- CD99 chez la souris inhibe I’infiltration des lymphocytes T dans la peau
inflammée et le recrutement des neutrophiles dans le péritoine inflammé chez la souris. (Bixel

etal., 2007; Muller, 2016)
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Figure 36. Transmigration et transmigration inverse. L’Interaction homophilique entre CD99
endothéliale et leucocytaire déclenche un signal via I'adénylyl cyclase soluble et la PKA et I'ezrine. Le
passage des leucocytes a travers les jonctions inter-endothéliales est rendu irréversible par la JAM-C.
Les neutrophiles secrétent de 1’¢élastase qui clive JAM-C favorisant ainsi sa transmigration inverse.
(Vestweber, 2015) JAM-C : molécule d'adhérence jonctionnelle-C, PKA : protéine kinase A.
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Le processus de la migration trans-endothéliale des leucocytes est rendu irréversible par la
molécule d'adhérence jonctionnelle C (JAM-C). En effet, il a ét¢é montré que la perte de
l'expression ou de la fonction de JAM-C favorise la transmigration inverse du c6té abluminal
vers le coté luminal de l'endothélium. Ainsi, en cas de lésion d'ischémie-reperfusion, les
leucotrienes (LTB 4), médiateurs lipidiques impliqués dans la régulation de la réponse
inflammatoire, déclenchent la sécrétion de 1’¢lastase par les neutrophiles, ce qui provoque la

dégradation de JAM-C et favorise la transmigration inverse. (Vestweber, 2015)

La migration trans-endothéliale des leucocytes est un phénomeéne bien complexe, impliquant
une multitude de protéines (Tableau 1). La majorité des protéines effectrices endothéliales
interviennent des la premiere étape du recrutement des leucocytes ce qui suggére que leur
régulation pourrait étre initiée des I’immobilisation des chimiokines telles que RANTES/CCLS

sur leurs récepteurs exprimés a la surface des cellules endothéliales.
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Adhesi(;n
receptor
E-selectin
P-selectin
ICAM1
VCAM1
ICAM2
JAMA
JAMB
JAMC

ESAM

PECAM1
CD99

CD99L2
VE-cadherin

PVR

CD47

VAP1

MCAM (also
known as CD146)

Endoglin

Nepmucin

Gene family
Selectin
Selectin

Immunoglobulin
superfamily

Immunoglobulin
superfamily

Immunoglobulin
superfamily

Immunoglobulin
superfamily

Immunoglobulin
superfamily

Immunoglobulin
superfamily

Immunoglobulin
superfamily

Immunoglobulin
superfamily

Unique

Unique
Cadherin

Immunoglobulin
superfamily

Immunoglobulin
superfamily

Monoamine
oxidase

Immunoglobulin
superfamily
Unique (similar
to B-glycan)
Immunoglobulin
superfamily

Leukocyte
ligand(s)

PSGL1,CD44 and
ESL1

PSGL1

LFA1 and MAC1
VLA4

LFA1 and MAC1

LFA1

VLA4 in combination

with JAMC
MAC1

Unknown

PECAM1

CD99

Possibly CD99L2
None

DNAM1

SIRPy
SIGLEC10
MCAM

Integrin a5p1

L-selectin

-

Endothelial
ligand(s)

None

None

None

None

None

JAMA

JAMC and JAMB
JAMB and JAMC

ESAM

PECAM1

CD99

CD99L2
VE-cadherin
Unknown
Unknown
None
MCAM
None

Nepmucin

Functions

Capturing and rolling of leukocytes, and triggering
integrin activation

Capturing and rolling of leukocytes, and triggering
integrin activation

Rolling, adhesion and crawling of leukocytes, and
triggering VE-cadherin phosphorylation

Rolling, adhesion and crawling of leukocytes, and
triggering VE-cadherin phosphorylation

Leukocyte crawling and initiation of diapedesis
Leukocyte diapedesis

Unknown

Prevents reverse transmigration of leukocytes

Leukocyte diapedesis and supporting the induction
of increased permeability

Triggering LBRC recycling in endothelial cells;
supporting disconnection of leukocytes from
endothelial cells and passage through the
basement membrane

Triggering LBRC recycling in endothelial cells;
supporting disconnection of leukocytes from
endothelial cells and passage through the
basement membrane

Supporting disconnection from endothelial cells
and passage through the basement membrane

Endothelial cell junctional barrier and prevention of
leukocyte diapedesis

Leukocyte diapedesis; functions sequentially
between PECAM1 and CD99

Leukocyte diapedesis and promotion of
VE-cadherin tyrosine phosphorylation

Monoamine oxidase ectoenzyme; mediation of
adhesion and binding to SIGLEC10

Adhesion and lymphocyte recruitment into
inflamed CNS

Adhesion of leukocytes

Capturing and diapedesis of leukocytes; expression
onHEVs

Tableau 1. Les différentes protéines membranaires endothéliales étudiées pour leur implication dans la
migration trans-endothéliale. (Vestweber, 2015)
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E. Role physiologique de RANTES et thérapies

I. Expression cellulaire de RANTES/CCLS

La CC chimiokine RANTES/CCLS est une petite protéine de 7,8 kDa qui joue un réle important
dans de multiples processus physiologiques et physiopathologiques notamment dans le
recrutement des leucocytes. RANTES/CCLS intervient dans la chimiotaxie et la migration des
cellules, y compris les cellules immunitaires telles que les leucocytes (lymphocytes T
mémoires, les éosinophiles, les basophiles, les mastocytes et les monocytes), les cellules
dendritiques et les cellules tumorales. (Appay and Rowland-Jones, 2001; Appay et al., 1999;
Khalid et al., 2015; Soria et al., 2012; Velasco-Velazquez et al., 2014)

L’expression de RANTES/CCLS5 varie selon le type cellulaire. Cette chimiokine pro-
inflammatoire est exprimée dans les heures suivant la stimulation des cellules endothéliales,
des cellules épithéliales, des fibroblastes, des cellules musculaires lisses ou des monocytes. En
revanche, les lymphocytes T naifs expriment tardivement RANTES/CCLS, 3 a 5 jours apres
leur activation, alors que les lymphocytes T mémoire CD8" I’expriment de maniére constitutive.
Ce profil d’expression inhabituel lui confére un rdéle important dans le maintien de
I’inflammation et facilite ainsi I’expansion de l'infiltration des leucocytes dans l'espace et dans

le temps. (Krensky and Ahn, 2007; Margais et al., 2006; Walzer et al., 2003)

Les lymphocytes T expriment la chimiokine RANTES/CCLS5 suite a leur activation avec
I’interleukine-2 (IL-2). (Krensky and Ahn, 2007) tandis que I’expression de RANTES/CCLS
par les fibroblastes péritonéaux est due a un effet synergique entre I’interféron- y (INF-y), le
TNF-a et/ou 'IL-1B. (Kawka et al., 2014) Quant aux cellules endothéliales, I’expression de
RANTES dépend du TNF-a et de I'lFN-y. (Hirano et al., 2003; Marfaing-Koka et al., 1995;
Oynebrdten et al., 2015)

II. Régulation transcriptionnelle de RANTES/CCLS

L’expression de RANTES/CCLS peut étre régulée par différents facteurs de transcriptions
(Figure 37). Par exemple dans les macrophages, I’expression génique de RANTES/CCLS5 est
principalement régulée par les hétérodimeres p50/p65 se liant & une séquence consensus NFkB
response element (NRE) sensible a NFkB, présente dans le promoteur du geéne codant pour

RANTES/CCLS. (Yeligar et al., 2009) Les facteurs de transcription les plus connus qui régulent
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la transcription de RANTES/CCLS dans les lymphocytes T sont : Nuclear Factor of Activated
T cells 1 (NFATL), Nuclear Factor of Interleukin 6 (NF-IL6) et Kruppel-like factor 13
(KLF13). Dans les cellules musculaires lisses, 1'expression de RANTES/CCL5 dépend de Y-
box1. (Krensky and Ahn, 2007, Velasco-Velazquez et al., 2014)
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Figure 37. Promoteur de RANTES/CCLS et séquences d’interaction entre des séquences
consensus du promoteur et des facteurs de transcription régulant I’expression de RANTES/CCLS.
Plusieurs facteurs de transcription peuvent interagir avec le promoteur de RANTES/CCLS notamment
NF-IL6, RFLAT-1, NFAT-1, NF«B et KLF13. Les régions en différentes couleurs ont été nommées de
A a E au fur a mesure de leur découverte. (Krensky and Ahn, 2007)

III. Structure

RANTES/CCLS5 est une protéine de 68 acides aminés (AA). Les 20 premiers AA de sa structure
monomérique constituent un domaine N-terminal flexible, un court brin § (B0) et la boucle N
qui est impliquée dans ’interaction avec les récepteurs protéiques. Cette derniere est suivie
d’une hélice 310 (AA 21-23). A cela s’ajoutent trois brins P antiparalléles p1-3 (AA 24-55) et
une hélice a COOH-terminale (AA 55-68). Ces régions sont reliées entre elles par des boucles
30s (*° TSGKCSNPA 3*), 40s (** RKNR #) et 50s (** KKWVR *°) (Figure 38). La structure
tridimensionnelle de la protéine mature sécrétée est stabilisée par deux ponts disulfures formeés
entre les cystéines en position 10 et 11 avec les cystéines en position 34 et 50. (Kramp et al.,

2013; Liang et al., 2016, Vangelista et al., 2008)
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Figure 38. Structure de RANTES. La chimiokine RANTES/CCLS5 sous forme de monomeére comporte
un domaine N-terminal contenant un court feuillet O (non illustré), la boucle N (N-loop) qui est
impliquée dans I’interaction avec les récepteurs protéiques (RCPGs), la boucle 30s (** TSGKCSNPA
38), qui relie les brins Blet B2, la boucle 40s (** RKNR #7) qui interagit avec les glycosaminoglycannes,
reliant B2 avec B3 et une boucle 50s (** KKWVR *°) qui relie le feuillet B3 a I’hélice a dans la partie C-
terminale. Modifié a partir (Zheng et al., 2017)

IV. Interaction de RANTES/CCLS avec ses récepteurs

RANTES/CCLS interagit avec des RCPGs classiques (CCR1, CCR3, CCRS5 et RPG75), des
récepteurs atypiques aCKR1 (DARC), aCKR2 (D6) et CCRL2) exprimés de maniere variable
par différents types cellulaires. (Velasco-Velazquez et al., 2014)

De nombreuses études de mutagenese de RANTES/CCLS et d'autres chimiokines ont montré
que les résidus de la boucle N sont importants pour la liaison et 'activation de leurs récepteurs.
Par exemple, D’arginine en position 17 (R17) est impliquée dans [D’interaction de
RANTES/CCLS5 avec CCRI1, la phénylalanine 12 (F12) dans son interaction avec CCR3
L’interaction de RANTES/CCLS5 avec CCRS, dépend de I’isoleucine 15 (I15) de la boucle N et
de la proline 2 (P2) du domaine N-terminal. (Pakianathan et al., 1997, Vangelista et al., 2008)

RANTES/CCLY5, parle biais de sa boucle N et sa boucle 40s, interagit avec le premier site de
reconnaissance des chimiokines (CRS1) au niveau de la boucle externe ECL2 de CCRS. A

109



I’aide de sa boucle 30s, RANTES/CCLS interagit avec la troisieme boucle externe ECL3 de
CCRS5 au niveau du site intermédiaire (CRS 1.5). L’extrémité N-terminale flexible de la
chimiokine RANTES/CCLS5 interagit avec le deuxiéme site de reconnaissance (CRS2) au
niveau du TM4 du CCRS. Comme expliqué précédemment, ce sont les AA R44, K45, R47 et
R17 de RANTES/CCLS5 qui permettent son interaction avec les GAGs (Figure 39). (Zheng et
al.,, 2017)
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Figure 39. Représentation schématique des modéles d’interaction d’un dimére de RANTES/CCL5
avec un RCPG et des protéoglycanes membranaires. (A) chaque monomere interagit avec les GAGs
(noir) des protéoglycanes membranaires essentiellement via la boucle 40s (vert). (B) Modéle
d’interaction de RANTES/CCLS5 avec des GAGs (un hexasaccharide de chondroitine sulfate). (C)
RANTES/CCLS interagit avec CCRS (Violet) via la boucle N (N loop) et la boucle 40s (vert) et N-
boucle/B1 (bleu) quant a son extrémité N-terminale (rouge) est intégrée dans 1’hélice transmembranaire
de CCRS. (D) Structure de CCRS liée a un variant de RANTES/CCLS5 avec une extrémité N-terminale
modifiée (PDB ID S5UIW). Les sites de reconnaissance des chimiokines 1, 1.5 et 2 (CRS1, CRS1.5 et
CRS2) sont présentés en vert, bleu et saumon respectivement. Dans le CRS1, les résidus qui contribuent
a la liaison aux GAGs sont surlignés en bleu foncé (résidus R44, non visibles), K45 et R47 du motif
BBXB en boucle R17 et 40s). Les tyrosines sulfatées sont mises en évidence sous la forme de sphéres
orange et jaune qui interagissent avec I'amas de boucle 40 et R17. Modifié a partir (Proudfoot et al.,
2017; Vangelista et al., 2008) CRS : site de reconnaissance de chimiokine, R :arginine, K :lysine.

A faible concentration, RANTES/CCLS5 circulant est monomérique ou dimérique dans le
sérum. En revanche a forte concentration, RANTES/CCLS forme des oligoméres d’ordre
supérieur (polymere). Il a été montré que les cellules endothéliales sécrétent RANTES/CCLS
et que cette chimiokine se lie a la surface de ces cellules en formant des filaments bien ordonnés
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qui s'allongent avec le temps. Cette structure a ét¢ mise en évidence par microscopie confocale.
(Oynebrdten et al., 2015)

Les AA glutamines E26 et E66 sont impliqués dans cette oligomérisation. En effet,
RANTES/CCL5 muté sur I'un de ces deux résidus est incapable de s’oligomériser.
L’interaction de RANTES/CCLS5 avec les GAGs est également importante pour son
oligomérisation. (Martin et al., 2001, Proudfoot et al., 2003, 2017)

Des études structurales ont montré que 1’oligomérisation des chimiokines et notamment celle
de RANTES/CCLS, peut moduler I’affinit¢ entre les chimiokines et leurs séquences
d’interaction au niveau des GAGs. RANTES/CCLS sous sa forme dimérique interagit avec les
GAGs essentiellement via le motif BBXB en boucle 40s (** RKNR *7) mais peut interagir
¢galement via la boucle 30s et son extrémité N-terminale. (Proudfoot et al., 2001, 2017; Shaw
et al., 2004) La méme forme de RANTES/CCLS est capable d’interagir avec un hexasaccharide
CS par le biais de la boucle 40s et la partie N-terminale du dimere. (Deshauer et al., 2015)
Cependant, dans le cas de RANTES/CCLS5 sous sa forme d’oligomeére, c’est le motif
SKKWVRY de la boucle 50s qui joue un rdle prédominant dans Dinteraction de
RANTES/CCLS avec un hexasaccharide d’héparine, tandis que le motif de la boucle 40s est
inaccessible. (Liang et al., 2016)

V. Les co-récepteurs protéoglycaniques de RANTES/CCL5

1. Sélectivité de RANTES/CCLS pour les GAGs

De par sa composition (5 lysines et 5 arginines), RANTES/CCLS5 est fortement chargée
positivement. La charge positive de RANTES/CCLS contribue a renforcer son interaction avec
des GAGs chargés négativement. RANTES/CCLS est tres sélective vis-a-vis des familles de
GAGs, couramment présents sur les surfaces cellulaires : 1'affinité varie avec l'ordre de
classement suivant : 1. héparine (Hp), 2. héparane sulfate (HS) et chondroitine sulfate- (CS) C,
3. CS-B et 4) CS-A. L'affinité pour différents GAGs est tres variable, RANTES lie I'héparine

avec une affinité environ 1000 fois supérieure a celle de la CS-A. (Martin et al., 2001)

2. Les syndecanes protéoglycanes a chaine héparane sulfate
Les protéoglycanes (PG) sont constitués d’une protéine centrale sur laquelle sont greffées des

chaines de GAGs HS, CS, dermatane sulfate (DS) et/ou kératane sulfate (KS). (Couchman,
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2010) 1l existe 4 classes de PG : 1) matricielles (extracellulaires) comme le versicane, 2)
membranaires comme les syndécanes, 3) intracellulaires comme la serglycine ou 4) circulants

(solubles) comme I’endocane. (lozzo and Schaefer, 2015)

2.1. L’expression des syndécanes
Les syndécanes (SDC) sont des protéoglycanes transmembranaires a chaines HS. Il existe
quatre SDCs chez les vertébrés, les SDC-1, -2 et -3 (tissu-spécifique) et le SDC-4 (ubiquitaire)
exprimé a la membrane plasmique. Le SDC-1 est largement exprimé dans les cellules
épithéliales et plasmatiques ; il est connu pour son implication dans le développement du
my¢lome. (Khotskaya et al., 2009) Le SDC-2 est principalement exprimé par les fibroblastes,
les cellules neuronales, et endothéliales ; il est impliqué dans I’angiogenése via ses interactions
avec le VEGF, I’ Epidermal Growth Factor (EGF) et le FGF-2. (Chen, 2004) Quant au SDC-3,
il est fortement exprimé dans les cellules progénitrices mésenchymateuses et squelettiques ; ce
syndécane est impliqué dans la formation osseuse endochondrale et régule la prolifération des

cellules squelettiques. (Pacifici et al., 2005)

2.2. Structure des syndécanes
Chaque syndécane posséde un domaine cytoplasmique court, un domaine transmembranaire et
un domaine extracellulaire qui varie selon chaque type de SDCs avec des sites de fixation de
trois a cinq chaines HS ou des chaines CS (Figure 40). (Afratis et al., 2017, Couchman et al.,
2015)

La présence de chaines HS permet des interactions avec les heparin binding proteins, telles que
le FGF, le VEGF, le TGF-p, et le Platelet-drived Gowth Factor (PDGF). En outre, les HS
facilitent les interactions avec diverses protéines de la MEC dont la fibronectine et les protéines

plasmatiques telles que l'antithrombine-1. (Binch et al., 2016, Couchman, 2010)

Les quatre isoformes du SDC comportent une protéine centrale d’environ 20-25 kDa qui
constitue le domaine transmembranaire (Figure 40). Ce dernier contient un motif de
dimérisation (GxxxG) qui intervient a la fois dans 1'homo- et I'hétéro-dimérisation. (Kwon et
al., 2016) Certaines protéines sont capables d’interagir directement avec la protéine centrale
des SDCs tel que le TGF -, et les intégrines afin d’améliorer I’adhérence cellulaire. (Afratis et

al., 2017)
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Figure 40. Structure des syndécanes. Les quatre syndécanes (SDC-1, SDC-2, SDC-3, SDC-4) sont
constitués d’un domaine extracellulaire (bleu) qui porte des chaines GAGs (HS, en gris et/ou CS en
violet), un domaine transmembranaire (bleu violet) et un domaine intracellulaire (multicolore) avec 3
régions C1 (rouge), V (jaune) et C2 (verte) (Agere et al., 2017) HS : héparane sulfate, CS : chondroitine
sulfate.

Deux régions hautement conservées (Cl et C2) séparées par une région variable (V)
caractérisent le domaine intracellulaire des syndécanes. La région V détermine une signalisation
distincte a chaque SDC (Figure 40). Les 4 membres de la famille des SDC posseédent a leur
extrémité C-terminale une séquence EFYA, qui leur permet d’interagir avec les protéines a
domaine PDZ. Ce type de protéines est connu pour leur contribution a I’ancrage des protéines
transmembranaires au cytosquelette, et au maintien de I’ensemble des grands complexes de

signalisation. (lozzo and Schaefer, 2015)

Une expression dérégulée des SDC est souvent observée dans de nombreuses pathologies
notamment le cancer, I’infection au VIH et dans les maladies inflammatoires. L.’implication des
SDCs dans la progression de ces pathologies est liée a ses interactions avec une large gamme

de ligands qui lui confére une liste étendue d’activités. Les SDCs controlent les interactions
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cellule-cellule, cellule-pathogene (comme le VIH) et cellule-MEC. De plus, ils sont impliqués
dans la réorganisation du cytosquelette et favorisent la migration cellulaire. Les SDCs
possédent également une fonction de co-récepteur. Ainsi, les SDCs peuvent interagir
directement avec les chimiokines pour améliorer I’intéraction de ces dernieres a leurs récepteurs
protéiques et la transmission du signal en aval. (4gere et al., 2017; Cheng et al., 2016) 1l a été
précédemment montré par notre équipe de recherche que RANTES/CCLS interagit avec le
SDC-1 et le SDC-4 et que ce dernier est un co-récepteur fonctionnel de RANTES. (Maillard et
al., 2014; Suffee et al., 2012)

3. Lesyndécane-4

Chez I’'Homme, le gene codant pour le SDC-4 est localisé sur la région q13 du chromosome
20. L’invalidation génétique du SDC-4 chez les souris n’est pas l1étale. Cependant, les souris
déficientes en SDC-4 ont une réparation tissulaire altérée liée a une dérégulation de

l'angiogenese. (Couchman et al., 2015)

Le SDC-4 est fortement impliqué dans les pathologies vasculaires. Il a ét¢é montré qu’en
conditions inflammatoires, que ce soit sous 1’effet de I’IL-13, du TNF-a ou du LPS, le SDC-4
est surexprimé en raison d’une régulation de I’activité transcriptionnelle de NF-xB. (Couchman,

2010, Strand et al., 2013)

I1 a été montré que le SDC-4 joue un role important dans l'inflammation. Les souris déficientes
(SDC-47) présentent un taux de mortalité élevée aprés injection intrapéritonéale de LPS a une
dose de 10 mg/kg par rapport aux souris sauvages. (Ishiguro et al., 2001) Aprés induction d’un
infarctus du myocarde, les souris dont le gene SDC-4 a été invalidé présentent une diminution

de I’'inflammation et une fibrose tissulaire au niveau du ceeur. (Xie et al., 2012)

3.1. Le domaine extracellulaire du SDC-4
Le domaine extracellulaire du SDC-4 lui permet de remplir trois fonctions au niveau
membranaire. Il permet de stabiliser les interactions ligand-récepteur. Il a ét¢ montré que le
SDC-4 prolonge I’interaction du FGF-2 avec son récepteur FGFR ce qui permet d’amplifier la
signalisation induite par la liaison de ce facteur de croissance a son récepteur. (Elfenbein and
Simons, 2013) De plus, le SDC-4 en interagissant avec des chimiokines permet la formation
d’un gradient de concentration de chimiokines favorisant leur présentation a leurs récepteurs

couplés aux protéines G. (Alexopoulou et al., 2007)
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Tout comme les autres isoformes, le SDC-4 subit un clivage protéolytique de son domaine
extracellulaire, ce qui lui permet de jouer un role important dans la signalisation extracellulaire
en agissant comme un effecteur autocrine ou paracrine. Grace a ses chaines GAGs intactes, le
SDC-4 clivé préserve ses interactions avec ses ligands notamment les facteurs de croissance.

(Couchman et al., 2015; Strand et al., 2013)

I1 existe différents sites de clivage au sein du SDC-4 situés soit au niveau des quarante AA
constituant la région juxta-membranaire soit en amont des résidus sérines servant a la fixation
des chaines HS. Différentes protéases notamment les métalloprotéases (MMP-2, MMP-9),
ADAM-17, thrombine ou plasmine sont impliquées dans le clivage de I’ectodomaine du SDC-
4 (Figure 41). (Couchman, 2010; Manon-Jensen et al., 2013) 1l a été¢ montré que les protéinases
ADAMTS-1 et ADAMTS-4 clivent le SDC-4 prées de l'extrémité N-terminale du premier site
de fixation de la chaine HS. (4gere et al., 2017)

MT1MMP, MMP2 seep D31
R36 @—————=Thrombin, MMP2

MMP2 = Y37

.
/\/w
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K105 e MMP2, MMP9
Thro Mbin e K114
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Syndecan-4

Figure 41. Clivage protéolytique de I’ectodomaine du SDC-4. Un ensemble d’enzymes matricielles
telles que les métalloprotéases MMP-2, -7, -9, la thrombine ou la plasmine sont capables de cliver le
SDC-4 et libérer son ectodomaine en préservant les chaines GAGs intactes. (Manon-Jensen et al., 2013)
MMP : métalloprotéases matricielles.
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Le clivage protéolytique aboutissant a la libération du domaine extracellulaire se fait de maniére
constitutive et peut s’accélérer en conditions inflammatoires. Le SDC-4 soluble peut agir
comme un inhibiteur compétitif du SDC-4 membranaire. En effet, le SDC-4 soluble ou
membranaire interagit de la méme manicre avec les mémes ligands. Le SDC-4 membranaire
pourrait favoriser la prolifération et I’angiogenc¢se, tandis que sa forme soluble régulerait
négativement le processus angiogénique et prolifératif. (Alexopoulou et al., 2007, Binch et al.,

2016)

Le domaine extracellulaire, libéré, du SDC-4 est impliqué dans le processus de cicatrisation en
agissant en synergie avec la Ténascine-C, une proteine matricielle, afin d’entrainer une
contraction de la MEC. (Elfenbein and Simons, 2013) De plus, la surexpression du SDC-4 dans
un modele d’infarctus du myocarde chez le rat a montré une augmentation de la forme clivée
du SDC-4 par rapport au rat sauvage sain. Cette augmentation de forme soluble est
accompagnée d’une néovascularisation via 1’activation des cellules endothéliales et une
diminution de l’inflammation traduite par une diminution des taux de MCP-1 et TGF-
accompagnée d’une réduction de ’infiltration des cellules inflammatoires CD45" dans la zone
péri-infarctus. (Xie et al., 2012) De plus, dans le cadre d’une étude de chimiotaxie in vitro, il a
¢été montré que I’ectodomaine isolé et purifié¢ des SDCs notamment celui du SDC-4 amplifie la
migration de neutrophiles induite par MIP-2/CXCL2 d’une fagon GAGs dépendante. Il est a
noter que I’ectodomaine seul, en absence de chimiokine, n’a présenté aucun effet sur la

chimiotaxie. (Park, 2018)

3.2. Le domaine transmembranaire du SDC-4
Grace a son domaine transmembranaire, le SDC-4 permet de faire le lien entre la MEC et le
cytosquelette ainsi que les protéines de signalisation. Il a été montré que le SDC-4 est impliqué
dans la formation et la stabilisation de contacts focaux qui représentent les points de contact et
donc d’adhérence entre la membrane plasmique de la cellule et la MEC. La formation de ces
contacts avec la MEC se fait, par le biais d’une signalisation dépendante de la PKCa et de
RhoA, suite a I’interaction du domaine cytoplasmique du SDC-4 avec les protéines associées a

I’actine. (Couchman et al., 2015)

Le SDC-4 s’oligomérise grace a son motif d’oligomérisation GGIVG, permettant I’initiation des
voies de signalisation en aval. Le SDC-4 est localisé dans des zones définies de la membrane

plasmique : les radeaux lipidiques. Les radeaux lipidiques représentent un microdomaine riche
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en cholesterol et en sphingolipide, permettant une bonne interaction avec les protéines
adaptatrices et les effecteurs de signalisation intracellulaire. (Elfenbein and Simons, 2013;

Kwon et al., 2016)

3.3. Le domaine intracellulaire du SDC-4
Le domaine intracellulaire du SDC-4 lui confére la capacité d'interagir avec de nombreux
partenaires. La région C1 du SDC-4 permet la fixation au cytosquelette de la cellule via les
microfilaments d’actine. Par ailleurs, la région C2 permet son interaction avec des protéines a
domaine PDZ telles que la synectine, la synbindine et la synténine. La région variable du SDC-
4 interagit avec le PIP2 et le domaine catalytique de la PKCa. (Koo et al., 2006, Lambaerts et
al., 2009) Ces différentes interactions permettent d'initier un large éventail de processus de

signalisation aboutissant a de différents effets biologiques.

Le SDC-4 régule la migration cellulaire par le biais de son domaine intracellulaire. A 1’état
basal, Le SDC-4 inhibe la migration cellulaire en recrutant RhoGDI via son domaine
cytoplasmique. RhoGDI se fixe sur les Rho GTPases et inhibe leur activation. En revanche,
I’interaction du SDC-4 avec la fibronectine, induit 1’activation des Rho GTPases dépendantes

de la PKCa et favorise le processus migratoire. (Elfenbein and Simons, 2013)

Il a été montré que I’interaction du SDC-4 avec le FGF-2, active une voie de signalisation propre
au SDC-4 et indépendamment du FGFR. La fixation du FGF-2 va entrainer la
déphosphorylation de la sérine 179 (S179 chez I’homme, S183 chez le rat) du SDC-4 par la
phosphatase PP1 ou PP2A, permettant le recrutement du PIP2 au niveau du domaine V et
facilitant 1’oligomérisation du SDC-4. L’oligomérisation de plusieurs SDC-4 induite par le
PIP2 va entrainer une activation de la PKCa puis un réarrangement de 1’actine du cytosquelette
nécessaire a la migration des cellules endothéliales. De plus, I’activation de la PKCa va
entrainer une cascade de signalisation qui conduit a 1’activation de RhoA/RhoG puis de Racl.
(Elfenbein and Simons, 2013; Horowitz and Simons, 1998; Horowitz et al., 2002) La PKCH
quant a elle, phosphoryle la S179 qui en activant la PKCa, participe a I’arrét de la signalisation

du SDC-4 (Figure 42). (Bass and Humphries, 2002; Murakami et al., 2002)
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Figure 42. Implication du domaine intracellulaire du SDC-4 dans la signalisation du FGF2.
L’interaction du FGF2 avec le SDC-4 induit la déphosphorylation sur la S179 de la région C1 du SDC-
4 aboutissant au recrutement du PIP2 et a une oligomérisation du SDC-4 ce qui active la PKCo. A son
tour la PKCa active des voies Rho GTPases et induit différents effets biologiques dont la réorganisation
du cytosquelette et la migration cellulaire. La phosphorylation de la S179 via la PKCS met un terme a
cette signalisation. (Horowitz et al., 2002; Maillard et al., 2014; Murakami et al., 2002)

La redistribution du SDC-4 au niveau des radeaux lipidiques membranaires génére un moyen
potentiel pour controler l'initiation et la durée de la signalisation induite par la liaison du FGF-
2 au SDC-4. En effet, ce complexe est internalisé¢ de maniére Rac-dépendante et pourrait étre
ensuite recyclé via un mécanisme médié par la synténine, dont la localisation membranaire est
médiée par la liaison du PIP2 a son domaine PDZ. (Lambaerts et al., 2009; Zimmermann et al.,
2005) De plus, il a été montré que le SDC-4 internalise le FGFR1 afin de réguler la durée et
I’intensité de 1’activation de la voie ERK1/2 impliqué dans la proliferation et la migration
cellulaire. D’autre part, le SDC-4 a également été impliqué dans la régulation de l'internalisation
des intégrines B1 dépendantes de la cavéoline et de la dynamine dans les fibroblastes. (Bass et

al., 2011)

VI. Role physiopathologique de RANTES/CCLS5S
RANTES/CCLS est impliquée dans la physiopathologie de plusieurs maladies, telles que des
pathologies virales comme I’infection par le virus de l'immunodéficience humaine (VIH),

cancéreuses et métastasiques, ou inflammatoires comme I’athérosclérose. (Marques et al.,
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2013) 11 a longtemps été pensé que le role de RANTES/CCLS dans ces pathologies est de

favoriser le recrutement cellulaire.

1. Infection par VIH

RANTES/CCL5 est impliquée dans de nombreuses infections notamment par le VIH. Les sites
d’interactions du VIH sur le récepteur CCRS5 sont les mémes utilisés par RANTES/CCLS, ce
qui fait de ce dernier un inhibiteur compétitif naturel contre cette infection virale. L’axe
RANTES-CCRS constitue donc une cible thérapeutique potentielle du VIH. Il a été rapporté
que les cellules n’exprimant pas CCRS sont naturellement résistantes a la transmission du VIH.
Ainsi, les porteurs homozygotes du géne CCRS delta32 (CCR5A32), un polymorphisme
génétique conduisant a une perte de fonction et d’expression membranaire de CCRS, sont
résistants naturellement a ce type d’infection virale. (O’Brien and Moore, 2000) Par
conséquent, plusieurs antagonistes de CCRS sont apparus afin d’inhiber la signalisation des
différents ligands et notamment la signalisation induite par RANTES/CCLS dépendante de
CCRS. (Mahla, 2015) RANTES/CCLS et ses dérivés comme des mutants de RANTES/CCLS5
représentent une alternative protéique importante aux antagonistes chimiques de CCRS5 d’un
point de vue thérapeutique. Les dérivés de RANTES/CCLS, issus des modifications au niveau
de I’extrémité N-terminale, ont été proposés comme inhibiteurs de I’infection par le VIH. Les
deux variants : AOP-RANTES (Aminooxypentane a I’extrémité N-terminale) et PSC-RANTES
(n-nonanoyl)-Ser(1)-[L-thioprolyl(2), L-cyclohexylglycyl(3)]), présentent une trés forte
affinité pour CCRS5 et favorisent son internalisation empéchant ainsi le VIH d’interagir avec la
cellule hote. (Lobritz et al., 2013; Vangelista et al., 2008) Un autre variant, CIC5-RANTES
(double mutant sérine en cystéine en position 1 et 5) permet également I’internalisation de
CCRS5 mais contrairement a8 AOP-RANTES, ce variant ne permet pas I’activation du récepteur.
Par conséquent, C1C5-RANTES est un candidat thérapeutique prometteur. (Vangelista et al.,
2008) Une étude récente a révélé le développement de nouveaux dérivés de RANTES/CCLS
humain anti-VIH-1 en utilisant des lactobacilles, dont un des dérivés est antagoniste de CCRS.
Ce dernier a été testé sur I’infection par des souches primaires du VIH (VIH-1 RS5) de
macrophages humains, avec une concentration inhibitrice médiane (ICso) de 1’ordre du

picomolaire reflétant I’efficacité de ce nouveau variant de RANTES/CCLS. (Secchi et al., 2018)

Les peptides dérivés de RANTES/CCLS représentent une alternative a 1’utilisation d’une
protéine « entiére » dérivée de RANTES/CCLS. Ainsi, un peptide dérivé de RANTES/CCL5

possédant uniquement la région boucle N / B1-brin (AA 11-29) est suffisant pour obtenir une
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activité antagoniste sur le VIH de maniére antagoniste c’est-a-dire qu’il se lie a CCRS sans

activer la signalisation dépendante du récepteur. (Vangelista et al., 2008)

L’implication de RANTES/CCLS5 dans le contrdle de cette infection virale peut dépendre de sa
concentration, de son mode de présentation (monomere ou oligomeére) ainsi que de la nature de
ses interactions. Ainsi, une faible concentration de RANTES/CCLS5 (< les 100 nM) inhibe
I’infection au VIH. (Vangelista et al., 2008)

En revanche, RANTES/CCLS favorise cette infection a forte concentration (> 1 uM) et de
manicre dépendante de son oligomérisation. (Vangelista et al., 2008) 11 a ét¢ montré que
I’infection virale médiée par RANTES/CCLS5 est plus importante lors de son interaction avec
les chaines GAGs exprimées par les cellules hotes, en plus de son interaction avec leur récepteur
CCRS. Par exemple, D’interaction de RANTES/CCLS avec les chaines HS, exprimées a la
surface des lymphocytes T et des monocytes, active une voie de signalisation ERK1/2 et Pyk
et amplifie davantage 1’infection virale induite par CCRS. De plus, il a été montré que le clivage
enzymatique des HS a la surface des macrophages, diminue I’interaction entre le VIH et le
macrophage et par conséquent empéche 1’infection qui en résulte. (Agere et al., 2017; Roscic-

Mrkic et al., 2003)

2. RANTES CCLS et I’angiogenese

Dans un modele d’inflammation induite par une implantation d’éponge de polyester-
polyuréthane chez la souris, il a été montré que RANTES/CCLS est exprimé des le premier jour
de I’'implantation. (Barcelos et al., 2009) Afin d’étudier ’effet de RANTES/CCLS5 dans
I’angiogenese dans ce modele de souris, une injection locale de RANTES/CCLS5 exogene, au
niveau de I’implantation de 1’éponge a été effectu¢e. De fagon surprenante, les souris ont
présenté moins de vascularisations au niveau de I’implantation apres 1’injection. L’effet anti-
angiogénique de RANTES/CCLS a été confirmé par ’administration du Met-RANTES, un
variant de RANTES caractérisé par une interaction altérée avec les RCPGs, qui a montré un
effet pro-angiogénique.(Barcelos et al., 2009) Plusieurs études ont contredit cette derniére étude
et ont montré que cette chimiokine avait un effet pro-angiogénique. (Liu et al., 2014, Maillard
etal., 2014; Suffee et al., 2012, 2017) Notre équipe de recherche a montré que RANTES/CCLS5
induit I’angiogenese in vitro dans un modele de cellules endothéliales HUVECS et in vivo chez
le rat ayant subi une implantation sous-cutanée de disques de nitrocellulose enrobés dans une

solution de RANTES/CCLS. (Suffee et al., 2012) Pour aller plus loin, I’utilisation des stratégies
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d’inhibition des RCPGs (CCR1 et CCRY) et des protéoglycanes (SDC-1, SDC-4) ainsi que les
mutants de RANTES/CCL5 E66A-RANTES incapable de s’oligomériser et “*AANAY-
RANTES présentant une interaction altérée avec les GAGs, a montré que l’effet pro-
angiogénique de RANTES nécessite son oligomérisation et son interaction aux GAGs. (Suffee
et al., 2012) Une deuxiéme ¢étude a montré que 1’effet pro-angiogénique de RANTES/CCLS5
dépend d’une signalisation intracellulaire, induite par la liaison de RANTES/CCLS5 au SDC-4,
via le domaine cytoplasmique du SDC-4 activant la PKCoa. (Maillard et al., 2014)

L’effet pro-angiogénique de RANTES/CCLS pourrait étre bénéfique dans le cadre du
traitement de 1’ischémie. En effet, notre équipe a pu améliorer la régénération musculaire et la
revascularisation apres l'injection locale de microparticules a base de polysaccharides
biodégradables et biocompatibles chargés par RANTES/CCLS5 chez des souris présentant une
ischémie de la patte. RANTES/CCLS5 favorise la migration des cellules progénitrices
endothéliales humaines (EPC) et la formation du réseau vasculaire par I’intermédiaire de CCRS
et du SDC-4 exprimés a la surface des cellules progénitrices endothéliales. L'oligomérisation
du SDC-4 dans ce contexte et la liaison aux GAGs sont essentiels pour son effet biologique.
(Suffee et al., 2017) Ces résultats portant sur les effets pro-angiogénique de RANTES/CCL5
sont soutenus par des études montrant que RANTES/CCLS5 favorise 1’angiogenese tumorale
dépendante du VEGF in vitro et in vivo dans un modele de chondrosarcome via une voie
PI3K/AKT. (Liu et al., 2014, 2015) Cet effet pro-angiogénique est une étape critique dans la

croissance tumorale et le développement des métastases.

3. Cancer et métastase

RANTES/CCLS peut étre exprimée par les cellules tumorales mais aussi par les cellules du
microenvironnement tumoral comme les cellules endothéliales, les fibroblastes, les
macrophages. Les cellules cancéreuses malignes qui expriment les récepteurs de
RANTES/CCLS sont capables de répondre a son gradient chimioattractant sur les sites des
métastases. (Zlotnik et al., 2011) RANTES/CCLS favorise les métastases en augmentant la
motilité et l'extravasation des cellules cancéreuses afin de faciliter leur mouvement. De plus,
RANTES/CCLS recrute des précurseurs de monocytes et de macrophages qui sécrétent des
facteurs pro-angiogéniques. RANTES/CCLS peut induire également la sécrétion de
métalloprotéases matricielles notamment la MMP-9 qui dégrade les protéines de la MEC
favorisant ainsi la propagation des cellules tumorales dans ’organisme. (Aldinucci and

Colombatti, 2014, Cooper et al., 2018; Marques et al., 2013)
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RANTES/CCLS5 favorise la diffusion des cancers du sein, colorectaux, gastriques et
prostatiques. De plus, elle accentue le caractere invasif des cellules tumorales impliquées dans
I’ostéosarcome ou le cancer de la prostate. (Tamamis and Floudas, 2014) Le taux d’expression
¢levé de RANTES/CCLS a été associé au stade avancé de nombreux cancers dont le cancer du

sein, le cancer du coOlon et le cancer du pancréas. (Khalid et al., 2015)

La progression du cancer du cdlon est corrélée avec 1’augmentation de I’infiltration des
monocytes induite par RANTES/CCLS dans le micro-environnement tumoral. (Marques et al.,
2013) Dans un mode¢le de métastases sous-cutanées hépatique et pulmonaire, I’administration
intra-péritonéale d’un anticorps neutralisant de RANTES/CCLS5 a réduit la diffusion des

métastases hépatiques et pulmonaires. (Cambien et al., 2011)

I1 est connu que les tissus et cellules du cancer pancréatique expriment RANTES/CCLS et son
récepteur CCRS. D’autre part, le ciblage sélectif de la signalisation de I’axe RANTES-CCRS5 a
réduit la croissance tumorale dans 1’adénocarcinome pancréatique par la perturbation du
recrutement des cellules T régulatrices dans les tumeurs. (Tan et al., 2009) L’inhibition de 1’axe
RANTES-CCRS avec le maraviroc (antagoniste de CCRS) réduit la migration et I’invasion des

cellules cancéreuses pancréatiques. (Singh et al., 2018)

Des travaux antérieurs de notre équipe de recherche ont montré I’implication de
RANTES/CCLS dans le carcinome hépatocellulaire. RANTES/CCLS en interagissant avec le
SDC-1 et le SDC-4 et en activant les voies de signalisation ERK et JNK/SAPK, induit la
migration et I’invasion in vitro de trois différentes lignés d’hépatomes humains (Huh7, HepG2,

Hep3B). (Charni et al., 2009, Sutton et al., 2007)

Une étude récente portant sur le carcinome hépatocellulaire médié par une inflammation
chronique du foie, a montré que la chimiokine RANTES/CCLS est fortement exprimée a la fois
dans un modéle expérimental de cancer hépatique (souris NEMO 2h%P?) et chez les patients
atteints de maladie chronique de foie, allant de la fibrose a la cirrhose. L’augmentation
d’expression de RANTES/CCLS était corrélée avec la progression de la maladie. De plus, les
souris NEMO”P? invalidées pour le géne codant pour RANTES/CCLS5, présentent des tumeurs
plus petites et moins métastasiques par rapport aux souris NEMO*"P? sauvages. De méme,
I’inhibition pharmacologique de RANTES/CCLS avec I’évasine-4, une protéine de liaison avec

une grande affinité pour les CC chimiokine, a réduit la taille des tumeurs en raison de la
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diminution de Dinfiltration précoce des leucocytes au niveau du foie des souris NEMO 2hepa

sauvages. (Mohs et al., 2017)

4. Inflammation vasculaire

RANTES/CCLS5 est initialement connue pour son rdle inflammatoire. Cette chimiokine
représente un des régulateurs fondamentaux du mouvement leucocytaire dans la circulation
sanguine et joue un role essentiel dans le recrutement des monocytes au niveau des sites
inflammatoires. (Proudfoot et al., 2017) Ainsi, ’invalidation génétique de RANTES/CCLS5
chez la souris a montré une altération de 1’activation et du recrutement des lymphocytes T et

des monocytes traduisant ainsi une réponse immunitaire défectueuse. (Makino et al., 2002)

RANTES/CCLS joue un réle important dans 1’inflammation vasculaire durant 1’athérosclérose.
Cette pathologie vasculaire conduit a 1’obstruction des artéres par la formation progressive de
la plaque d’athérome. RANTES/CCLS5 est impliquée dans la phase inflammatoire précoce qui
précede la formation de la plaque d’athérome mais elle peut étre actrice dans les phases
évolutives de I’athérosclérose notamment le développement de la plaque d’athérome, sa

vulnérabilité et sa rupture. (Li et al., 2012; Malaud et al., 2014)

En effet, RANTES/CCLS a été détectée dans le sérum des patients athérosclérotiques et in sifu
au niveau de la plaque d’athérome. (Barlic and Murphy, 2007) RANTES/CCLS5 a également
¢été détectée chez les patients ayant subi un infarctus de myocarde qui est une conséquence de
I’athérosclérose.(Montecucco et al., 2010) Peu importe le stade dans lequel cette chimiokine
pro-inflammatoire va intervenir, elle favorise le recrutement monocytaire et lymphocytaire via
ses récepteurs et notamment CCR1 et CCRS et son interaction avec les GAGs. (Marques et al.,

2013)

Les souris déficientes en Apolipoprotéine E (ApoE™) représentent un des modéles
expérimentaux de 1’athérosclérose. RANTES/CCLS est présente a la surface luminale des
artéres carotides des souris ApoE”" avec des Iésions athérosclérotiques précoces
(Hundelshausen et al., 2001) 11 a également été montré dans le méme modele expérimental que
I’injection intraveineuse de plaquettes, activées au préalable in vitro par la thrombine, a
augmenté d’une facon tres considérable le dépot de RANTES/CCLS sur la surface luminale de
l'artére carotide 1ésée ce qui a augmenté le recrutement des monocytes. Dans la méme étude, il
a été rapporté que la pré-incubation des monocytes avec un anticorps neutralisant anti-

RANTES/CCLS5 inhibe leur adhérence. (Jin et al., 2018) De plus, I’inhibition du Y-boxl,
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facteur de transcription de RANTES/CCLS, chez les souris ApoE”" a réduit I’infiltration des

monocytes apres une lIésion artérielle au niveau des carotides. (Krohn et al., 2007; Zernecke et

al., 2008)

Suite au transfert de moelle osseuse issue de souris dont le géne codant RANTES/CCLS est
invalidé (RANTES™), les souris ApoE”" préalablement irradiées ont présenté une diminution
des 1ésions athérosclérotiques probablement due a la faible infiltration monocytaire observée
au niveau de la plaque d’athérome. (Koenen et al., 2009) RANTES/CCLS peut se lier a
l'endothélium microvasculaire et déclencher l'arrét des monocytes sous flux laminaire. Par
ailleurs, dans un modéle d’artéres carotides de souris ApoE”" perfusées ex vivo, le prétraitement
des monocytes avec son variant Met-RANTES, antagoniste sélectif de ses récepteurs (CCR1 et

CCRY), réduit I’arrét sur la surface luminale de la carotide. (Shi and Pamer, 2011)

Les tests de migration trans-endothéliale in vitro ont montré que CCR1 exprimé par les
monocytes joue principalement un rdle dans leur arrét en présence de contraintes de

cisaillement tandis que CCRS5 contribue a I’infiltration des monocytes. (Kramp et al., 2013)

Les études sur le role de RANTES/CCLS dans le recrutement des monocytes ont principalement
mis en avant le role des interactions entre RANTES/CCLS5 et ses récepteurs exprimés par les
monocytes. Cependant le role fonctionnel des récepteurs de RANTES/CCLS exprimés par

I’endothélium vasculaire n’est pas connu.

VII. RANTES/CCLS cible thérapeutique anti-inflammatoire
Le dogme général des stratégies thérapeutiques anti-inflammatoires ciblant les chimiokines se
focalise sur I’interaction des chimiokines avec leurs récepteurs RCPGs et avec les GAGs.
RANTES/CCLS5 ne déroge pas a cette régle. Les applications thérapeutiques a finalité
inhibitrice de I’interaction RANTES/CCLS5 avec ses récepteurs, adoptent différentes stratégies
soit par des dérivés de RANTES/CCLS ou alors avec des mimétiques de GAGs.

L’utilisation de Met-RANTES, variant antagoniste des deux RCPG (CCR1, CCR5) largement
connu dans I’inhibition de I’infection au VIH, a révélé une diminution du recrutement de
leucocytes dans un modéele d’encéphalite sévere. (Vilela et al., 2009) De plus, un traitement

précoce, avant une greffe, avec ce variant, a réduit le recrutement leucocytaire (essentiellement
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des monocytes et macrophages) et protége les allogreffes rénales en diminuant le risque du

rejet. (Mohs et al., 2017, Song et al., 2002)

Le mutant “AANA*-RANTES déficient en sa séquence d’interaction avec les GAGs, agit
comme anti-inflammatoire en réduisant I’infiltration des leucocytes au niveau des lésions

hépatiques, de la fibrose et de 1’athérosclérose. (Kufareva et al., 2017; Proudfoot et al., 2017)

L’oligomérisation de RANTES/CCLS est également un des axes de la stratégie thérapeutique
ciblant RANTES. “AANA%-RANTES est non seulement incapable de se lier aux GAGs mais
connu également pour son incapacité a s’oligomériser au-dela d’un dimere. Ce variant bloque
les effets pro-inflammatoires de RANTES/CCLS et forme un hétero-complexe non fonctionnel
avec RANTES/CCLS natif. (Johnson et al., 2004; Marques et al., 2013, Severin et al., 2012)
Cependant, les autres variants de RANTES/CCLS tels que E66A ou E26A déficients en capacité

d’oligomérisation n’ont pas encore été testés dans un contexte de recrutement leucocytaire.

L’idée que les GAGs solubles soient capables d’inhiber la signalisation de chimiokines
dépendante des RCPGs a ouvert les horizons pour une autre stratégie thérapeutique basée sur
des mimétiques de GAGs. Il a été montré que des mimétiques de GAGs dérivés de 1’héparine
pouvaient diminuer le recrutement leucocytaire induit par RANTES/CCLS. Cependant ce
résultat n’était satisfaisant que lorsque la taille minimale de ces dérivés était un tétrasaccharide
et utilis€ avec une concentration en mimétiques de GAGs 15 fois plus élevée que celle de la
chimiokine. (Proudfoot et al., 2017; Severin et al., 2012) L’ utilisation des dérivés de GAGs
mérite donc davantage de recherches pour définir les conditions d’utilisation thérapeutiques

optimales.
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A. Synthese
L’inflammation au niveau de 1’endothélium vasculaire est associée au recrutement des
leucocytes qui se résume en trois étapes majeures : 1’arrét, I’adhérence et la migration trans-

endothéliale des leucocytes. (Shi and Pamer, 2011)

Des études antérieures ont montré que 1'adhérence des leucocytes sur I'endothélium est associée
a une expression accrue des molécules d'adhérence et a une déstabilisation des jonctions
adhérentes entre les cellules endothéliales adjacentes, permettant ainsi la migration trans-
endothéliale des leucocytes. (Vestweber et al., 2009) Ce processus implique en partie une
régulation de la phosphorylation des protéines du complexe jonctionnel notamment les
tyrosines Y685- et Y731-VE-cadhérine (Wessel et al., 2014) et la Y654-B-caténine (Ilan et al.,
2003) ainsi que la réorganisation du cytosquelette régulée par les petites protéines Rho

GTPases. (Rho et al., 2017)

Le recrutement des leucocytes implique différents types d’interactions entre les cellules
endothéliales et les leucocytes sous I’action des médiateurs inflammatoires tels que les
chimiokines. RANTES/CCLS5 est une chimiokine pour un grand nombre de leucocytes, tels que
les monocytes. (Mause et al., 2005) Les activités biologiques de RANTES/CCLS5 dépendent de
son oligomérisation, des interactions avec les RCPGs (CCR1, CCR3 et CCRS) et avec les
chaines GAGs portées notamment par des protéoglycanes membranaires a chaines héparane
sulfate tel que le SDC-4 exprimé entre autres a la surface des cellules endothéliales. (Suffee et
al., 2012) RANTES/CCLS participe également au recrutement des monocytes au niveau des
sites inflammatoires par le biais de ses interactions avec CCR1 ou CCRS exprimés a la surface

des monocytes. (Kramp et al., 2013)

B. Hypothese et objectif
Nous avons émis I’hypotheése que RANTES/CCLS, au-dela de son effet sur les leucocytes,
pourrait agir sur les cellules endothéliales en modifiant leur capacité a interagir avec les

monocytes afin de promouvoir leur recrutement (Figure 43).
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Figure 43. Hypothése 1 : interaction entre RANTES/CCLS les RCPGs et les GAGs exprimés sur
les cellules endothéliales pourrait induire le recrutement des monocytes

RANTES/CCLS5 pourrait réguler les niveaux d’expression des molécules d’adhérence ICAM-
1, VCAM-1, PECAM-1 et E-sélectine a la surface des cellules endothéliales, moduler 1’activité
de deux protéines appartenant au complexe jonctionnel des jonctions adhérentes, la VE-
cadhérine et la B-caténine, et/ou réguler les voies de signalisation dépendantes de la PKCa,

PKC3 et des Rho GTPases impliquées dans le recrutement monocytaire.

L’objectif de ma thése a été de déterminer I’implication et le mécanisme d’action de
RANTES/CCLS sur le recrutement des monocytes vers la barriére endothéliale, étape clé

de Pinflammation.

La premiére partie de mes résultats présente 1’effet de I’interaction de RANTES/CCLS avec les
RCPGS (CCRI1 et CCRY) et les GAGs dans le recrutement des monocytes. Dans cette partie,
J’ai évalué les modifications cellulaires et moléculaires des cellules endothéliales induites par
la chimiokine RANTES/CCLS5 au cours de I’arrét, I’adhérence et la migration trans-endothéliale

des monocytes ; les modifications étudiées ont été :

1) L’expression de molécules d’adhérence ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 et E-sélectine.

2) L’état de la phosphorylation des protéines du complexe jonctionnel des jonctions
adhérentes, la VE-cadhérine et la B-caténine

3) Les voies de signalisation intracellulaire PKCs et Rho GTPases impliquées dans le

recrutement des monocytes étudiées par I’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques

ciblant PKCa , PKCd, Racl, RhoA ou Cdc42.
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Cette premiere partie de mes résultats est présentée sous forme d’article (article soumis) dans
un chapitre intitulé « Involvement of RANTES-CCL5-GAGs interaction in monocyte

recruitment ».

Pour aller plus loin dans les connaissances sur le fonctionnement du SDC-4 en tant que co-
récepteur de RANTES/CCLS, fonction importante montrée précédemment par notre équipe
dans un contexte angiogénique (Maillard et al., 2014), nous avons cherché a comprendre si le
domaine intracellulaire du SDC-4 était impliqué dans le recrutement monocytaire induit par
RANTES/CCLS5 (Figure 44). Pour ce faire, nous avons utilisé des mutants intracellulaires du
SDC-4 construits et validés au sein de notre équipe de recherche. (Maillard et al., 2014) Cette
deuxiéme partie de mes résultats est présentée sous forme d’article (article en cours de
rédaction) dans un chapitre intitulé¢ « Intracellular domain of SDC-4 in RANTES-induced

monocyte recruitment ».

SDC-4 un co-récepteur fonctionnel de RANTES

2
Migration
trans-endothéliale

Milieu
extracellulaire

Figure 44. Hypotheése 2 : le SDC-4 pourrait étre un co-recepteur fonctionel de RANTES/CCLS5S
dans le recrutement monocytaire.

Le recrutement des leucocytes, des monocytes entre autres, au niveau des sites inflammatoires

constitue une étape clé de la réponse immunitaire. Cibler ce processus est une solution
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prometteuse pour bloquer [I’infiltration monocytaire accrue comme dans le cas de
I’athérosclérose. A terme, cette étude fondamentale pourra aider a comprendre le rdle exercé
par une chimiokine sur les cellules endothéliales plus précisément 1’implication de la
signalisation intra-endothéliale issue de I’interaction de la chimiokine RANTES avec les GAGs

a la surface des cellules endothéliales dans le cadre du recrutement des monocytes.
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A. Involvement of RANTES-CCLS5-GAGs interaction in monocyte recruitment

I. Article 1
RANTES-induced disruption of PKCa/PKCo balance in endothelial cells
regulates VE-cadherin and B-catenin phosphorylation to promote monocyte

transmigration
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ABSTRACT

Vascular inflammation is marked by leukocyte recruitment and infiltration, requiring interplay
between inflammatory mediators such as chemokines, leukocytes and endothelial cells. In
inflammatory context, leukocytes roll on endothelial cells, adhere firmly and transmigrate. This
process involves signalling in leukocytes and endothelial cells depending on chemokines.
However, it has been largely studied in leukocytes, fewer in endothelial cells. In this study, we
evaluated endothelial cell responses to the chemokine RANTES/CCLS5 promoting monocyte
recruitment. Our results demonstrated that RANTES stimulation of endothelial cells strongly
increases monocyte arrest, adhesion and transmigration, by activating PKCa, PKC6 and Rho
GTPase signaling pathways. RANTES decreased Y731-VE-cadherin phosphorylation whereas
it increased Y685-VE-cadherin and Y654-B-catenin phosphorylation leading to monocyte
transmigration across endothelial barrier. In conclusion, these results highlight the major role
played by the chemokine RANTES/CCLS5 in the regulation of adherens junctions between
endothelial cells promoting monocyte transmigration, suggesting that they may represent new

targets for innovative therapeutic strategies.
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INTRODUCTION

Vascular inflammatory response is marked by leukocyte recruitment which follows a general
paradigm involving three successive steps: rolling, arrest followed by adhesion to endothelial
cells and leukocyte transmigration through the endothelial barrier.! Many cells can be recruited
such as T cells, basophils?, eosinophils®, NK cells, dendritic cells  and monocytes.® In a pro-
inflammatory microenvironment in the presence of cytokines such as Tumor Necrosis Factor a
(TNF-a), interleukin-1 (IL-1) and interleukin-4 (IL-4), circulating monocytes migrate to the
inflamed vascular endothelial tissues according to a chemotactic gradient. This gradient is
established by many chemokines such as Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1/CCL2)
and Regulated on Activation, Normal Cell T Expressed and Secreted (RANTES/CCLS). These
pro-inflammatory chemokines promote leukocyte accumulation and activation on the

inflammatory sites.>>®

TNF-a-activated endothelial cells have been described to express the CC chemokine
RANTES,’ known as a monocyte recruiter.>®* RANTES biological activities depend on 1) its
oligomerisation, 2) its interactions with specific transmembrane G Proteins-Coupled Receptors
(GPCRs) such as CCR1, CCR3 and CCR5® and with sulfated glycosaminoglycan chains
(GAGs). “BBXB” pattern in RANTES sequence, containing basic amino acids such as Lysine
and Arginine, interacts directly with GAGs.® We previously showed that GAG mimetics,
RANTES GAG-deficient mutants, such as RANTES-R47E (*EKNR*") and RANTES-3Ala
(**AANA?), or RANTES oligomerization-deficient mutant, RANTES-E66A, modulate
RANTES-induced activities in vitro'® and in vivo''. In an ex vivo model, RANTES
immobilization on GAGs is capable to induce leukocyte activation and then their adhesion.!?
Leukocyte rolling is mediated by adhesion molecules such as L selectin'® and E selectin.'*
These molecules are expressed respectively on leukocytes and endothelial cells to promote
interactions with their cognate ligand. Thus, the rolling of leukocytes might be activated by
chemokines exposed on the endothelial cell membrane leading to an integrin expression'> and
to interaction with their ligands such as inter Cellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1)!¢ or
Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1)!7 expressed on endothelial cell membrane.
These interactions induce diverse signaling pathways in leukocytes including small Rho
GTPase transduction leading to leukocyte spreading. In addition, leukocyte integrin interactions
with adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 on endothelial cells increase intracellular

transient calcium flow. This signal involves PKCa-induced Rho GTPase (such as Rho, Racl
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and Cdc42) activation necessary to efficient leukocyte transmigration.!® Indeed, Sandoval and

al. showed that Ca®" signaling and PKCa disturb adherent junctions.'®

Leukocyte transmigration across endothelial barrier is a cell-cell junction process, involving
Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1 (PECAM 1),%° Vascular Endothelial cadherin
(VE-cadherin)?! and B-catenin.?? Previous studies have shown that the adhesion of leukocyte
on the vascular endothelium destabilizes adherent junctions.’’*> Real time leukocyte
transmigration study proved that this process occurred through de novo formation of transient
gaps in VE-cadherin junctional distribution.?* In addition, a stable cadherin / catenin complex
allows the stabilization of endothelial adherent junctions.?> VE-cadherin complex alteration
could be caused by the phosphorylation®%¢ of its partners regulated by the PKCa.. We have
previously showed that RANTES induced PKCa activation in overexpressing syndecan-4
endothelial cells.!” Different phosphorylation sites have been identified on VE-cadherin and p-
catenin. The interaction of cadherin with its cytoplasmic partners is modified after Y685- and
Y731-VE-cadherin phosphorylation.”> It has been demonstrated that Y654-B-catenin

phosphorylation can also be implicated in junction stabilization.?>?’

Leukocyte recruitment on the endothelium barrier involves signaling in leukocytes and
endothelial cells depending on chemokines. The effect of chemokines on leukocytes to induce
their recruitment has been largely investigated conversely to their effect on endothelial cells.
To decipher the mechanism involved in RANTES effect on endothelial cells leading to
monocyte recruitment on the inflamed site, we focused on the RANTES-induced modulation
in endothelial cells of i/ membrane adhesion proteins (E-selectin, PECAM-1, ICAM-1 and
VCAM-1) expression, i1/ activation of intracellular signaling pathways (PKCa, PKC8 and Rho
GTPases), iii/ phosphorylation of VE-cadherin and -catenin.

135



MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC, N° CRL-1730, ATCC) were cultured as
described.!! Mono-Mac 6 cell line, a gift from H.W. Loms Ziegler-Heitbrock (Institute for
Immunology, University of Munich, Germany), was cultured in RPMI 1640 supplemented with
10 % fetal calf serum (Lonza, Levallois-Perret, France) and 1 % penicillin-streptomycin

(Lonza).

Cytokine and chemokines

HUVEC were activated with 1 ng/mL recombinant Human Tumor Necrosis Factor o (TNF-a,
Life Technologies) for 16 h at 37°C. HUVEC were stimulated with 3 nmol/L RANTES,
RANTES GAG-deficient mutants RANTES-3Ala (**AANA*") or RANTES oligomerization-
deficient mutant RANTES-E66A which are a gift from L. Martin (CEA Saclay, Gif-sur-Yvette,
France) Recombinant human Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) was purchased

from R&D systems (Villejust, France).

Pharmacological Inhibitors

G066976, a PKCa/B1 inhibitor, Rottlerin, a PKCd inhibitor and C3 exoenzyme, a RhoA inhibitor
were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). NSC, a Racl inhibitor, and
ML141, a Cdc42 inhibitor, were from Calbiochem (Millipore S.A.S, Guyancourt, France).
HUVEC were pre-incubated 2 h at 37°C with 1 uM of each pharmacological inhibitor. Then,
HUVEC were incubated with both 3 nmol/L RANTES and pharmacological inhibitor for 5, 10

or 30 minutes.

Glycosaminoglycans chain degradation

Glycosaminoglycans (GAGs) expressed by TNF-a-activated HUVEC were cleaved by
Heparinase I (20 mU) from Flavobacterium heparinum (reference H2519), Heparinase 111 (10
mU) from Flavobacterium heparinum (reference H8891), and chondroitinase ABC (33 mU)
from Proteus vulgaris, all obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France) for

2hat37°C.

To verify the effectiveness of the enzymatic GAG degradation, GAG chains expressed by
HUVEC were detected with an antibody anti-heparan sulfate chains (Mouse IgM, Clone F58-
10E4, AMS Biotechnology, Abingdon, UK) by flow cytometry.
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CCR1 and CCRS inhibition

CCR1 and CCRS5 expressed by HUVEC were neutralized with 10 pg/mL of neutralizing
antibodies, mouse anti-CCR1 or anti-CCRS or a specific IgG2b isotype. Alternatively, HUVEC
were transfected with either CCR1 dsRNA (5’gggAUAgAgAgggAAUgUAAUggTg-3") or
CCR5 dsRNA (5’-ggUggAACAAgAUggAUUAUCAAgET-3’) purchased from Origene or
scramble negative control (snc) dSRNA purchased from Eurogentec. For transfection, cell pellet
of 10° HUVEC was incubated with 100 nM of siRNA in 100 ul Amaxa cell line nucleofector
solution V (Lonza, Switzerland). HUVEC were transfected using V-001 protocol of AMAXA
nucleofector device II (Lonza). Transfected cells were cultured at 5.10% cells/mL in ECBM2
supplemented with 12 % fetal calf serum. The cell transfection efficiency was verified with

mouse monoclonal (mAbs) anti- CCR1 or CCRS antibodies by flow cytometry.

RANTES quantification by ELISA

HUVEC were activated or not by 1 ng/mL TNF-a for 16 h and stimulated or not by 3 nmol/L
RANTES for 2 h. RANTES concentration in HUVEC supernatant medium was measured by
ELISA using a Quantikine RANTES ELISA kit (R&D Systems, Villejust, France).

Monocyte arrest under flow condition
3.10° HUVEC were seeded in a p-slide flow chamber of 2.5 cm? (p-slide I 0.4 Luer, Biovalley,
Marne la Vallée, France) for 24h to obtain a cell monolayer. HUVEC were then stained with
10 uM Orange Cell Tracker (5-(and-6)-(((4-chloromethyl) benzoyl) amino)
tetramethylrhodamine) (CMTMR, Invitrogen Life Technologies, Cergy-Pontoise, France) for
20 min at 37°C. After 16 h of activation by TNF-a (1 ng/mL), HUVEC were stimulated or not
for 2 h with 3 nmol/L RANTES or its mutants. In parallel, MM6 monocytes pre-stained with 1
ng/mL 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI, Roth Lauterbourg, France) were added under
flow condition at 0.67 dyn/cm? with a peristaltic pump (Miniplus 2, Gilson, Villiers-le-Bel,
France) for 10 minutes. Cells were then fixed with 1% paraformaldehyde (PFA, Sigma-Aldrich)
at 4°C for 20 min, and the number of monocytes arrested on HUVEC cell monolayer was
quantified under fluorescence microscopy (Zeiss, AXIOPHOT). Otherwise, HUVEC activated
with TNF-a and stimulated with RANTES were preincubated for 2 h at 37°C with:

e 1 uM of pharmacological inhibitor specific of PKCa, PKCd, Racl or RhoA.

e a GAG-degrading enzymes mix containing Heparinase I (20 mU), Heparinase III (10

mU), and chondroitinase ABC (33 mU);
e IgG2b control isotype or with neutralizing anti-CCR1 or anti-CCRS5 antibodies.

Monocyte adhesion in static condition
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To obtain a cell monolayer, 2.10° HUVEC were seeded per well in an eight-well Labtek for 24
h. HUVEC cell monolayer was stained with 10 uM CMTMR for 20 min and then activated
with 1 ng/mL TNF-a for 16 h. HUVEC were then stimulated or not with 3 nmol/L RANTES
or their mutants 3Ala-RANTES or E66A-RANTES for 2 h at 37°C.

Pre-stained MM6 with 1 ng/mL DAPI were added for 30 minutes. Cells were then fixed with
1% paraformaldehyde (PFA, Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France) for 30 min at 4°C.
The number of monocytes adhered on HUVEC cell monolayer was quantified under
fluorescence microscopy (Zeiss, AXIOPHOT). In parallel, HUVEC activated with TNF-a and
stimulated with RANTES were pre-incubated or not with signaling pharmacological inhibitors,

GAGs cleaving enzymes or anti-CCR1 or anti-CCRS5 antibodies.

Monocyte transmigration in transwell chamber

Transwell chambers (Beckton Dickinson Le Pont de Claix, France) were pre-coated with 100
ug/mL fibronectine (BD Biosciences Pharmingen, Le Pont de Claix, France). 2 10° HUVEC
were cultured in the upper part of the chamber. Following incubation at 37°C for 24 h, HUVEC
were activated with TNF-a for 16 h and then stimulated or not with 3 nmol/L RANTES or its
mutants. Otherwise, HUVEC activated with TNF-a and stimulated with RANTES were pre-
incubated or not with signaling pharmacological inhibitor, GAG cleaving enzymes or anti-
CCRI or anti-CCRS antibodies.

Pre-stained MM6 monocytes with 5 uM Cell Proliferation Dye eFluor 670 (CPD, eBioscience
S.A.S, Paris, France), harvested in RPMI-0.1% BSA were added in the upper part. In the lower
part, the chemoattractant was 3 nmol/L MCP-1/CCL2 in RPMI-0.1% BSA buffer. Monocytes
that have migrated during 2 h towards the lower chamber were then quantified by flow
cytometry in FL-4, with an excitation wavelength of 647 nm and an emission wavelength of

670 nm.

Flow cytometry analysis of adhesion molecules expression

Membrane expression of adhesion molecules, PECAM-1, E-selectin, ICAM-1 and VCAM-1,
was analyzed by flow cytometry on non-permeabilized TNF-a-activated HUVEC, stimulated
or not with RANTES. After cell washing and fixation with 1% PFA for 30 min at 4°C, HUVEC
were incubated for 2 h with 1 pg/mL of mouse monoclonal anti-human ICAM-1 (IgG1, clone
P2A4), anti-human PECAM-1 (IgGl, clone JC70), anti-human E-selectin (IgG2a, clone
CTB202) or rat IgGl (M/K-2) anti-human VCAM-1 (rat IgGl, clone M/K2, Santa Cruz
Biotechnology Tebu Bio, Le Perray-en-Yvelines, France) or with 1 pg/ml of their specific

isotypes (BD Biosciences Pharmingen). Revelation was performed by membrane incubation
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for 30 min at 4°C with 10 pg/mL secondary antibodies Alexa Fluor 647-goat anti-mouse IgG
and Alexa Fluor 647-goat anti-rat IgG antibodies (Invitrogen Thermo Fisher Scientific,

Brébiéres, France).

Flow cytometry binding analysis

HUVEC were preincubated or not with 3 nmol/L RANTES, 3Ala-RANTES or E6G6A-RANTES
for 1h room temperature. After washing, cells were fixed with 1% PFA for 30 min at 4°C, then
incubated for 2 h at 4°C with 2 pg/mL rabbit IgG pAbs anti-RANTES antibodies (Peprotech,
France) or their specific rabbit IgG isotype (R&D Systems, Villejust, France). After washing,
cells were labeled with 10 pg/mL Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Brébieres, France).

VE-cadherin and f-catenin tyrosine phosphorylation assay

10 HUVEC were cultured for 24 h and pre-incubated or not with pharmacological inhibitor
for 2 h then stimulated or not with RANTES for 5, 10 or 30 min at 37°C. Cells were washed
with phosphate-buffered saline (PBS) supplemented with 1 uM orthovanadate (Na3VOs,
Sigma-Aldrich). Proteins were extracted with a lysis buffer containing 20 mM Tris-HCI, pH
7.4, 150 mM NaCl, 1 mM Na3;VOs4, 1% NP-40 and 1% protease inhibitor cocktail (Roche,
France). Lysates were obtained by centrifugation at 13,000 x g for 20 min at 4°C and protein
lysate concentration was determined using the BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific
Pierce, Brébieres, France). 30 pg proteins were loaded on SDS-PAGE and revealed with 1
pg/mL rabbit IgG polyclonal antibodies (pAbs) anti-pY685-VE-cadherin or anti-total VE
cadherin (Abcam, Paris, France), rabbit IgG pAbs anti-pY731 VE-cadherin (Sigma-Aldrich),
purified mouse mAbs anti $-catenin (IgG1, clone 14/B-Catenin, Beckton Dickinson, Le Pont de
Claix, France), rabbit IgG pAbs anti-pY654 p-Catenine (ECM Bioscience, Euromedex,
Souffelweyersheim, France) antibodies. Revelation was performed using horseradish
peroxidase-conjugated anti-mouse IgG or anti-rabbit IgG (DAKO, Denmark) 0.2 pg/mL and 0,
16 pg/mL respectively and electrochemiluminescence. Quantification of phosphorylation was

performed by using the Scion program after autoradiography scanning.

PKCa and PKC6 membrane translocation assay

3.10° HUVEC were incubated at 37°C for 15 min with 0.5 uM Phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA, Sigma-Aldrich) used as a positive control or with 3 nmol/L RANTES for 5, 10 or 30
min. In parallel, HUVEC were pre-treated or not with 1uM PKCa or PKC$ inhibitor for 2 h at
37°C. Cell fractionation of 6.10° HUVEC was performed using Subcellular Protein

Fractionation Kit for Cultured Cells from Pierce according to manufacturer's protocol as
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previously described.!® 10 pg proteins were loaded on SDS-PAGE and revealed using 1 pg/mL
specific mouse anti-human PKCa antibody (IgG2b, BD Biosciences Pharmingen), 2 pg/mL
anti-human PKCS pAbs (C17), mouse anti-human integrin 1 (IgG1) and rabbit pAb anti-actin
(all from Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany). Revelation was performed using
horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse or anti-rabbit IgG purchased from DAKO
(Agilent, Les Ulis, France) at respectively 0.2 pg/mL and 0.16 pg/mL and
electrochemiluminescence (ECL). Quantification was performed by using the Scion program

after autoradiography scanning.

Transmission electron microscopy

For ultrastructural analysis, samples were immersed in a fixative solution of 4%
paraformaldehyde and 1% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) for 48 h, washed
in PBS, postfixed by incubation for 1 h with 2% osmium tetroxide and dehydrated in a graded
series of ethanol solutions. Samples were embedded in Epon resin, which was allowed to
polymerize for 48 h at 60°C. Ultrathin sections were cut, stained with 2.5 % uranyl acetate, 1
% lead citrate, and deposited on formvar/carbon-coated nickel grids or on gold grids for
examination under a transmission electron microscope (TEM) at 100 kV (JEOL 1011, Tokyo,

Japan).

Statistical analysis

Results are presented as mean + SEM. The percentage of inhibition was (D1-D2)/D1. The D1
value is the difference between the number of monocytes, arrested, adhered or having
transmigrated through HUVECs stimulated with RANTES and the number of monocytes,
arrested, adhered or transmigrated through unstimulated HUVEC. The D2 value is the
difference between the number of monocytes arrested, adhered or having transmigrated through
HUVEC stimulated with RANTES and preincubated with GAG cleavage enzymes,
pharmacological inhibitors or antibodies and the number of monocytes arrested, adhered or
transmigrated through preincubated HUVEC with enzymes that cleave GAGs, pharmacological
inhibitors or antibodies. The percentage of inhibition was: ((D1 - D2) / D1) x 100.

The relative RANTES-induced monocyte arrest, adhesion or transendothelial migration was

calculated by considering the effect of RANTES (D1 value) as 100%.
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Statistical significance was assessed by analysis of variance (ANOVA) test performed with the
Statview software (StatView 4.5 Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA). A p value <0.05 was

used as the criterion of statistical significance.
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RESULTS

RANTES increases monocyte recruitment on TNF-a-activated endothelial cells

The aim of our study was to evaluate the effect of the chemokine RANTES on endothelial
HUVEC to promote monocyte arrest, adherence, and trans-endothelial migration. Monocyte
arrest under flow (Figure 1A), adhesion in static conditions (Figure 1B) and trans-endothelial
migration (Figure 1C) were assessed on TNF-a-activated HUVEC. As it was previously
described that TNF-a induced RANTES expression in several cellular models,” we measured
RANTES concentration in the HUVEC supernatant medium to evaluate the respective part of
exogenous added RANTES or TNF-a-induced RANTES expression (Tablel). Our results
showed that TNF-a preincubation had no effect on RANTES secretion in our model of HUVEC.
Indeed, exogenous added RANTES increased RANTES concentration in HUVEC cell medium
by almost 1.5-fold after HUVEC preincubation or not with TNF-a.

HUVEC:s cells preincubation

TNFa RANTES RANTES concentration in HUVECs medium (pg/ mL)
- - 3,53+ 0,003
- + 5,51+ 0,260 *
- 3,53+ 0,023
+ + 5,25+ 0,003 *#

Table 1. RANTES concentration in HUVEC conditioned medium. HUVEC were activated or not
by 1 ng/mL TNF-a for 16 h and stimulated or not by 3 nmol/L RANTES for 2 h. RANTES concentration
in HUVEC supernatant medium was measured by ELISA. Data are expressed as mean + SEM (pg/mL)
of three independent experiments. *p<0.05, versus cells preincubated without TNF-a and without
RANTES. # p<0.05 cells preincubated with TNF-o and with RANTES versus cells preincubated with
TNF-a and without RANTES.

RANTES effect on monocyte diapedesis was evaluated in terms of monocyte arrest, adhesion
and transmigration (Figure 1). HUVEC preincubation with TNF-a alone or RANTES alone
significantly increased monocyte arrest by 139 + 21% or by 72 £ 19% respectively versus
untreated cells (43 = 9 or 31 + 6 monocytes/chamber respectively versus 18 + 3
monocytes/chamber, p<0.05, =3). The successive preincubation of HUVEC with TNF-a and
RANTES led to a significant and important increase of monocyte arrest by 361 + 18% versus

untreated cells (83 £ 15 versus 18 + 3 monocytes/chamber, p<0.05). Thus, RANTES is almost
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3.6-fold more efficient to induce monocyte arrest on TNF-a-activated HUVEC as compared to

inactivated cells (Figure 1A).
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Figure 1. RANTES/CCLS induces monocyte recruitment on TNF-a-activated endothelial cells.
HUVEC were activated or not by 1 ng/mL TNF-a and stimulated or not by 3 nmol/L RANTES.
Monocyte arrest on HUVEC monolayer was analyzed under flow. Left upper panel: microphotographies
of monocytes prestained with DAPI (bleu) arrested on HUVEC monolayer stained with CMTMR (Red).
Right upper panel: quantitative data represent mean = SEM of monocyte number arrested/chamber (A).
Monocyte adhesion was investigated in static condition (B) and transmigration in the transwell chamber
(O). Quantitative results of monocyte adhesion and transmigration are expressed as mean £ SEM of
monocyte number/well of four independent experiments. *p<0.05, versus untreated cells. # p<0.05 with
RANTES versus without RANTES, & p<0.05, with TNF-a versus without TNF-a

Monocyte adhesion was quantified in static conditions (Figure 1B). Preincubating HUVEC
with TNF-a alone or RANTES alone significantly increased monocyte adhesion by 247 + 12%
or 167 + 13% respectively versus untreated cells (52 + 6 or 40 + 5 monocytes/well respectively
versus 15 = 2 monocytes/well, p<0.05). The successive preincubation of HUVEC with TNF-a
and RANTES induced a significant huge increase of monocyte adhesion by 1020 + 10 % versus

untreated cells (153 £ 15 monocytes/chamber versus 15 £ 2 monocytes/chamber, p<0.05).
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Therefore, RANTES is 10-fold more efficient to induce monocyte adhesion on TNF-a-activated

HUVEC as compared to inactivated cells (Figure 1B).

The number of monocytes that have transmigrated was quantified by flow cytometry (Figure
1C). TNF-a or RANTES alone increased slightly but significantly monocyte transmigration at
a similar extent (328 = 8 or 347 + 8 monocytes/well respectively versus 292 £ 7 monocytes/well
for untreated cells, p<0.05) whereas RANTES increased monocyte transmigration across TNF-
a-activated HUVEC by 126 + 2 % versus untreated cells (660 = 11 versus 292 + 7
monocytes/well for untreated cells, p<0.05, n=3) (Figure 1C).

Altogether, our results showed that incubation of HUVEC cells with TNF-a alone or RANTES
alone increased slightly monocyte arrest, adhesion and transmigration whereas the stimulation

of TNF-a-activated HUVEC cells with RANTES greatly increased these effects.

RANTES-induced monocyte recruitment depends on RANTES oligomerization, binding

to glycosaminoglycans and G protein-coupled receptors expressed by endothelial cells

To evaluate the role of RANTES oligomerization and its binding to receptors expressed at the
membrane of HUVEC in monocyte recruitement, E66A-RANTES, an oligomerization deficient
mutant, and 3Ala-RANTES, a GAG-binding deficient mutant, were used. First, we determined
whether E66A-RANTES and 3Ala-RANTES bind to HUVEC cells as well as native RANTES
by flow cytometry (Figure 2).

Our results showed that E66A-RANTES binds to HUVEC cell membrane similarly to native
RANTES (Figure 2A and 2C) while 3Ala-RANTES binds to HUVEC cell membrane in a lesser
extent (Figure 2B).
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Figure 2. RANTES binds to HUVEC. HUVEC were preincubated or not with RANTES (A), 3Ala-
RANTES (B) or E66A-RANTES (C) for 1h at room temperature. RANTES binding was analyzed by
flow cytometry using anti-RANTES polyclonal antibodies or specific isotypes revealed by secondary
antibodies coupled to Alexa-Fluor 488.

Furthermore, monocyte arrest assay showed that HUVEC cell stimulation with 3Ala-RANTES
or with E6G6A-RANTES did not increase monocyte arrest conversely to stimulation with native
RANTES (10 + 1 or 8 £ 1 monocytes/chamber respectively versus 85 + 4 monocytes/chamber,
p<0.05, n=3) (Figure 3A). Moreover, HUVEC stimulation with these RANTES mutants
reduced monocytes arrest significantly by 77 = 10% or by 88 = 13% respectively as compared
to untreated cells (10 + 1 or 8 £ 1 monocytes/chamber respectively versus 43 + 2
monocytes/chamber, p<0.05) (Figure 3A). In addition, they decreased significantly monocyte
adhesion by almost 40 + 6% in comparison with untreated HUVEC (28 £ 3 or 31 + 3
monocytes/well respectively versus 52 + 2 monocytes/well, p<0.05) (Figure 3B). Concerning
monocyte transmigration, HUVEC stimulation with 3Ala-RANTES diminished significantly
the number of transmigrated monocytes by 47 + 8% as compared to untreated condition (174 +
14 monocytes/well versus 328 + 34 monocytes/well, p<0.05, n=3), suggesting a blockade of
basal monocyte transmigration process. By contrast, RANTES effect on monocyte
transmigration was abolished after HUVEC preincubation with E6G6A-RANTES as compared
to HUVEC stimulated with native RANTES (Figure 3C).
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Figure 3. RANTES/CCLS oligomerization and its binding to GAGs and GPCRs expressed on
endothelial cell membrane are required to induce monocyte recruitment. Monocyte arrest on
HUVEC was performed under flow (A, D, G). Adhesion was studied in static condition (B, E, H) and
monocyte transmigration across the monolayer of HUVEC was investigated with Transwell chamber
(C, F, I). HUVEC were pre-incubated (enzymes) or not with a mix of enzymes (heparitinase 1 (20
mU/ml), heparitinase III (10 mU/ml), chondroitinases ABC (33 mU/ml)) and further stimulated or not
(untreated) by native RANTES/CCL5 (3 nmol/L, RANTES), 3Ala-RANTES/CCLS5 (3 nmol/L, 3Ala-
RANTES) or E66A-RANTES/CCL5 (3 nmol/L, E66A-RANTES) (A, B, C). HUVEC were
preincubated with 10 pg isotype mouse IgG2b (IgG2b) or neutralizing specific antibody anti-CCR1 or
anti-CCRS5 and stimulated (RANTES) or not (untreated) by RANTES/CCLS5 (3 nmol/L) (D) HUVEC
transfected with control siRNA or human CCR1 siRNA (siCCR1) or human CCRS5 siRNA (siCCRS5)
(100 nM) were stimulated or not (Untreated) by RANTES/CCLS (3 nM) (E, F). HUVEC were either
preincubated with 10 pg isotype mouse IgG2b (IgG2b) or neutralizing specific antibody anti-CCR1 and
anti-CCRS or pretreated or not with a mix of enzymes (heparitinase I (20 mU/ml), heparitinase III (10
mU/ml), chondroitinases ABC (33 mU/ml)) then further stimulated or not by RANTES/CCL5 (3
nmol/L) (G, H, I). Results are indicated as cell number/well for monocyte adhesion and transmigration
and as cell number/chamber for arrest. Results are expressed as mean = SEM of three independent
experiments. *p<0.05, versus unstimulated cell by RANTES. # p<0.05, versus RANTES, & p<0.05 with
enzymes versus without enzymes and § p<0.05 anti-GPCR versus IgG2b.
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RANTES-induced monocyte arrest was abolished after HUVEC preincubation with GAG
degrading enzymes (47 £ 2 for HUVEC preincubated with GAG degrading enzymes and
stimulated with RANTES versus 85 + 4 monocytes/chamber for HUVEC stimulated with
RANTES, p<0.05, n=3, Figure 3A). Similarly, RANTES-induced monocyte transmigration
was abolished after HUVEC preincubation with GAG degrading enzymes (290 + 13
monocytes/well for HUVEC preincubated with GAG degrading enzymes and stimulated with
RANTES versus 656 = 31 monocytes/well for HUVEC stimulated with RANTES, p<0.05, n=3,
Figure 3C) respectively as compared to untreated cells. Stimulation of HUVEC with RANTES
significantly enhanced monocyte adhesion by 152 + 11% as compared to untreated cells (131
+ 15 versus 52 + 2 monocytes/well, p<0.05, n=3, Figure 3B). After HUVEC preincubation with
GAG degrading enzymes and stimulation with RANTES, monocyte adhesion increased
significantly by 69 + 4% as compared to untreated condition (88 + 3 versus 52 + 2
monocytes/well, p<0.05, n=3, Figure 3B). RANTES-induced monocyte adhesion depends on
RANTES binding to GAG, as a 59 = 1% (p<0.05, n=3) inhibition of monocyte adhesion was
evidenced after GAG enzymatic cleavage (Figure 3B). It is to note that HUVEC preincubation
with GAG cleaving enzymes alone did not affect any diapedesis step. We conclude that the
interaction of RANTES with GAG chains expressed at the HUVEC membrane and RANTES

oligomerization play a key role in monocyte recruitment.

RANTES bind also to G protein-coupled receptors, CCR1 and CCRS at the HUVEC
membrane!!. The role of CCR1 and CCRS5 in RANTES-induced monocyte recruitment was then
investigated (Figure 3D, 3E, 3F). HUVEC were preincubated with neutralizing anti-CCR1 or
anti-CCRS antibodies or their isotype control, then stimulated or not with RANTES (Figure
3D). Additionally, HUVEC were transfected with CCR1 siRNA or CCRS5 siRNA or the
scramble siRNA control and stimulated or not with RANTES (Figures 3E and 3F). In absence
of RANTES stimulation, no significant difference in monocytes arrest, adhesion or
transmigration was observed after CCR1 or CCRS5 inhibition (Figure 3D, 3E, 3F black
histograms). After CCR1 or CCRS5 neutralization with specific antibodies on HUVEC surface,
RANTES-induced monocyte arrest decreased by 68 + 2 or 57 + 3 % respectively as compared
to the isotype (IgG2b) condition (58 £+ 4 or 49 + 6 arrested monocytes/chamber respectively
versus 85 + 4, p<0.05, n=3) (Figure 3D, grey histograms). It is to note that anti-CCR1 or anti-
CCRS5 antibodies did not affect monocyte arrest in untreated cells (Figure 3D, black
histograms). RNA interference targeting either CCR1 or CCRS5 decreased significantly
RANTES-induced monocyte adhesion by 56 + 7% or 64 + 8% respectively (75 + 9 or 85 £ 10
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monocytes/well respectively versus 133 + 16 monocytes/well for cells transfected with
scramble negative control) (Figure 3E, grey histograms). Our results suggest that CCR1 and
CCRS5 expressed on HUVEC membrane are required for RANTES-induced monocyte arrest.

In absence of HUVEC stimulation with RANTES, basal monocyte transmigration was
unchanged after HUVEC pretreatment with CCR1 siRNA or CCRS5 siRNA. RANTES
stimulation of HUVEC transfected with scramble siRNA increased significantly monocyte
transmigration by 2-fold. Moreover, RANTES-induced monocyte transmigration was
significantly decreased by 46 + 6% or by 39 + 3% after HUVEC incubation with CCR1 siRNA
or CCRS5 siRNA respectively (p<0.05, n=3, Figure 3F). Suggesting a major role of CCR1 and
CCRS in RANTES-induced monocyte transmigration.

Altogether, our results demonstrated that RANTES effect on endothelial cells promoting
monocyte arrest, adhesion and transmigration is mediated by its binding to CCR1 and CCRS5

expressed on the membrane of HUVEC.

To determine if RANTES-induced monocyte arrest, adhesion and transmigration result from
synergic effect of RANTES binding to GAG and to GPCR, HUVEC were preincubated or not
with GAG cleaving enzymes, then with both anti-CCR1 and anti-CCRS neutralizing antibodies
or their specific isotype, and stimulated or not by RANTES (Figure 3G, 3H, 3I). It is to note
that monocyte arrest, adhesion and transmigration were unaffected by HUVEC preincubation
with isotypes and GAG cleaving enzymes. HUVEC preincubation with both GAGs cleaving
enzymes and anti-GPCRs antibodies decreased RANTES-induced monocyte arrest by 63 +
16% as compared to cells incubated with enzymes (13 + 4 versus 35 + 2 arrested
monocytes/chamber, p<0.05, n=3, Figure 3G). Thus, we demonstrate that RANTES-induced
monocyte arrest depends on RANTES interaction with GAGs, CCR1 and CCRS expressed at
the HUVEC membrane.

Moreover, blocking CCR1 and CCRS5 in addition to GAGs cleavage reduced further RANTES-
induced monocyte adhesion by 27 + 7% (67 £ 7 monocytes/well adhered on HUVEC
preincubated with both enzymes and antibodies versus 92 + 7 monocytes/well adhered on
HUVEC preincubated with enzymes and IgG2b, p<0.05, n=3, Figure 3H). Therefore,
RANTES-induced monocyte adhesion involved GAGs, and GPCR, mainly CCR1, expressed
at HUVEC membrane.

HUVEC preincubation with both enzymes and antibodies further reduced by 40 + 4%
RANTES-induced transmigration (89 =+ 30 transmigrated monocytes across HUVEC
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preincubated with enzymes and antibodies versus 149 + 30 transmigrated monocytes across
HUVEC preincubated with enzymes and IgG2b, p<0.05, n=3, Figure 31). These results suggest
that RANTES-induced monocyte transmigration need both GAGs and CCR1 expressed at the
membrane of endothelial cells. However, the reduction of monocyte transmigration after GAG
cleavage of HUVEC and neutralization of GPCR under the level of HUVEC unstimulated with
RANTES suggests that other inflammatory mediators such as cytokines and chemokines may

contribute to monocyte transmigration.

No effect of RANTES on adhesion molecules expression by endothelial cells

The effect of RANTES on TNF-a-activated HUVEC promoting monocyte arrest and adhesion
may result from an increase of adhesion molecules expressed at the membrane of endothelial
cells. Therefore, we measured by flow cytometry the protein levels of E-selectin (Figure 4a),
PECAM-1 (Figure 4B), ICAM-1 (Figure 4C) and VCAM-1 (Figure 4D) expressed at HUVEC
cell surface. HUVEC expressed E-selectin, [CAM-1 and PECAM-1 (Figure 4A, 4B, 4C). No
expression of VCAM-1 is observed at HUVEC cell surface (Figure 4D). After HUVEC
stimulation with RANTES, no modification of E-selectin, ICAM-1 and PECAM-1 or VCAM-
1 at protein levels at the cell surface of HUVEC has been evidenced (Figure 4A, 4B, 4C).
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Figure 4. RANTES/CCLS-induced variation of adhesion molecule expression at the membrane of
endothelial cells. Membrane expression of adhesion molecules E-selectin (A), PECAM-1 (B), ICAM-
1 (C) or VCAM-1 (D), was analyzed by flow cytometry on non-permeabilized TNF-a-activated
HUVEC, stimulated or not with RANTES.
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Involvement of RANTES-induced PKCs and Rho GTPases in monocyte recruitment

To assess signaling pathways involved in monocyte recruitment, TNF-a-activated HUVEC
were incubated with pharmacological inhibitors of PKCa (G66976), PKC6 (rottlerin), RhoA
(C3 exotransferase, C3), Racl (NSC) or Cdc42 (ML141) and then stimulated or not by
RANTES (Figure 5).
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Figure 5. Involvement of PKCs and Rho GTPases in RANTES-induced monocyte arrest, adhesion
and transmigration. Monocyte arrest (A, B), adhesion (B, C) and transmigration (E, F) were
investigated using HUVEC pretreated or not (Untreated) by pharmacological inhibitors: G56976
(PKCa), Rottlerin (PKC3), C3 exoenzyme (RhoA), NSC (Racl) or ML141 (Cdc42) (A, B, C) or
HUVEC preatreated with inhibitors and stimulated with RANTES (B, D, F). Results are expressed as
mean = SEM of three independent experiments. * p<0.05, versus untreated cells. RANTES-induced
arrest, adhesion and transmigration in absence of inhibitor was set to 100 % (B, D, F).
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In the absence of RANTES stimulation, inhibition of PKCa decreased slightly but significantly
the monocyte arrest by 21 + 8% (34 + 4 monocytes/chamber for HUVEC pretreated with
G66976 versus 43 £ 3 monocytes/chamber for untreated cells, p<0.05). Interestingly, the
inhibition of RhoA with C3 exotransferase (C3) or Racl with NSC significantly decreased the
number of monocytes arrested by 48 + 7% or 52 £ 7% respectively as compared to untreated
cells (22 £ 3 or 21 + 3 monocytes/chamber respectively versus 43 = 3 monocytes/chamber,
p<0.05, n=3, Figure 5A). In contrast, inhibition of PKCd by Rottlerin has no effect on monocyte
arrest (Figure 5A). The RANTES-induced monocyte arrest decreased significantly by 68 + 5%
after PKCa inhibition with G66976, by 80 + 5% after RhoA inhibition with C3 or Racl
inhibition with NSC. However, inhibition of PKCd with rottlerin had no effect on RANTES-
induced monocyte arrest (Figure 5B). Our results suggest that RANTES-induced monocyte
arrest is mainly mediated by PKCa (inhibited by G66976), RhoA (inhibited by C3) or Racl
(inhibited by NSC) pathways within HUVEC.

In parallel, we investigated the involvement of these RANTES-induced signaling factors in
monocyte adhesion to the HUVEC monolayer (Figure 5C). In the absence of RANTES
stimulation, the treatment of HUVEC with a PKCa inhibitor (G66976) significantly decreased
the number of monocytes adhered by 32 + 7% (35 + 4 versus 52 = 6 monocytes/well for
untreated cells, p<0.05, n=3). By contrast, PKC$ inhibition with Rottlerin increased slightly but
significantly by 24 + 9% monocyte adhesion (65 + 7 versus 52 + 6 monocytes/well for untreated
cells, p<0.05) and no effect was observed after inhibition of RhoA with C3 or Racl inhibition
with NSC (Figure 5C).

The RANTES-induced monocyte adhesion strongly depends on PKCa, PKCo, RhoA and Racl
as it 1s reduced by 82 + 2% after inhibition with G66976; by 80 + 6% after inhibition with
rottlerin; by 84 + 2% after inhibition with C3; by 82 + 2% after inhibition with NSC (Figure
6D). Our results emphasize that RANTES-induced monocyte adhesion requires the activation
of PKCa, PKCd, RhoA, and Racl1 signaling pathways.

Monocyte transmigration across HUVEC unstimulated with RANTES was significantly
decreased by 81 + 5% after G66976 treatment (56 + 3 versus 300 + 21 monocytes/well); by 77
+ 5% after rottlerin treatment (69 + 3 versus 300 £ 21 monocytes/well) or by 67 + 7% after C3
treatment (99 £+ 7 versus 300 = 21 monocytes/well). We observed a 2.5-fold increase of
monocytes transmigrated across the HUVEC pre-treated with NSC or with ML141 (1022 + 80
or 1007 £ 85 monocytes/well respectively versus 300 + 21) (p<0.05, n=3, Figure 5E).
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Then, we assessed the signaling pathways involved in RANTES-induced monocyte
transmigration (Figure S5F). Surprisingly, inhibition of PKC3 with rottlerin enhanced
significantly the effect of RANTES on monocyte transmigration by 62 + 7%. Inhibition of
RhoA or Cdc42 strongly reduced RANTES-induced monocyte transmigration by 54 + 5% or
36 = 5%. PKCa inhibition with G66976 or Racl inhibition with NSC abolished RANTES-
induced monocyte transmigration. Altogether, our results suggest that RANTES-induced
monocyte transmigration involves PKCS, PKCa and Rho GTPase (RhoA and Racl) signaling
pathways.

The specificity of pharmacological inhibitors is controversial. Thus, we verified the specificity
of rottlerin and G66976 to inhibit respectively PKCS and PKCa membrane translocation,
reflecting their activation, by western blot (Figure 6). As a positive control, treatment of
HUVEC with PMA induced membrane translocation of PKC8 and PKCa respectively as

compared to untreated condition (UT).
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Figure 6. PKCa/PKC3 balance and RANTES-induced PKC9 activation. HUVEC were pretreated
or not with 0.5 uM PMA, 1 pM Rottlerin, a PKC$ inhibitor, or 1 pM G66976, a PKCa inhibitor. Cells
were fractioned into membrane and cytosolic fractions. Protein levels of PKC8, PKCa., B1-integrin, a
membrane marker, and actin, a cytosolic marker, were assessed by Western-Blot. Quantitative data
represent the mean + SEM of PKCo or PKCS divided into membrane or cytosolic
fraction/membrane+cytosolic fractions of three independent experiments, * p<0.05 versus cells
unstimulated by RANTES and not incubated with pharmacological inhibitors, # versus membrane
fraction in cells incubated with pharmacological inhibitors.
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The PKCo/PKC6 balance in HUVEC was then further investigated. In absence of RANTES,
HUVEC incubation with G66976 decreased membrane translocation of PKCa by 43 + 2% (35
+ 2% versus 61 + 2%, Figure 6, p<0.05, n=3), but led to a 2-fold increase of PKCS membrane
translocation (80 £+ 5% versus 40 £ 5%, Figure 6, p<0.05) as compared to untreated cells.
Moreover, rottlerin did not affect the PKC6 or PKCa membrane and cytosolic rate. Our results
showed that HUVEC treatement with G66976 inhibited membrane translocation of PKCa and
increased membrane translocation of PKCS. Altogether, our results suggest that PKCa
downregulates PKC6 in absence of RANTES stimulation. The effect of RANTES on PKCa and
PKC5 cell distribution was further investigated.

RANTES-induced membrane translocation of PKCo

We previously described the RANTES-induced membrane translocation of PKCo in HUVEC.!?
The subcellular localization of PKCd was assessed by western blot on lysates of subfractioned
HUVEC after RANTES stimulation for 5, 10 or 30 minutes (Figure 7A). In untreated condition
(0) PKCd was present similarly in both membrane and cytosolic fraction. RANTES induced
membrane translocation of PKCd at 5 minutes as compared to untreated HUVEC. Interestingly,
PKC6 was predominantly in the membrane fraction after 10 minutes of RANTES stimulation
(67 £ 7% versus 55 £ 4%, Figure 7A, p<0.05, n=3). Surprisingly, at 30 minutes of RANTES
stimulation, the cytosolic PKCS became the main form (62 £ 3% versus 45 + 4%, Figure 7A,
p<0.05, n=3) in comparison with untreated condition. Our results showed that RANTES
regulated the membrane translocation of PKC6 and therefore its activation. HUVEC present a
PKCo/PKCo balance, as PKCa inhibits PKC5. RANTES exerts an independent effect on
PKCa and PKC9 cell localization and disrupts the PKCo/PKCd balance. We then wanted to
study the role of PKCo and PKCa induced by RANTES in the regulation of VE-cadherin and
B-catenin phosphorylation.
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Figure 7. RANTES-induced PKCao/ PKCo balance disruption modulates p-catenin and VE-
cadherin phosphorylation. A. PKCS translocation into membrane fraction was determined by
immunoblotting of fractionated cells after RANTES stimulation. Membrane and cytosolic fractions
were extracted from HUVEC stimulated or not (0) by RANTES/CCLS5 (3 nM) for 5, 10 or 30 min as
indicated. PMA (0.5 uM for 15 min) was used as a positive control (upper panel). Ratio of cytosolic
and membrane fraction distribution are expressed as mean + SEM (lower panel). B. HUVEC were
stimulated by RANTES (3 nmol/L) for 0, 5, 10 or 30 minutes as indicated. The protein levels of p-Y685-
VE-cadherin, pY731-VE-cadherin (upper panel), pY 645-B-catenin (lower panel), VE-cadherin, Tubulin
were assessed by Western-Blot. C. HUVEC were pretreated or not with 1 uM G66976, a PKCa inhibitor
(left panel) or Rottlerin, a PKCS inhibitor (right panel), and stimulated or not by 3 nmol/L RANTES for
10 min). The protein levels of pY685-VE-cadherin, pY731-VE-cadherin, pY645-B-catenin, VE-
cadherin and B-catenin were determined in whole cell lysates by immunoblotting.

VE-cadherin and B-catenin phosphorylation is regulated by RANTES-induced PKCa /
PKC5 balance

It is known that trans-endothelial migration requires a meticulous regulation of the
phosphorylation of adherent junction proteins and in particular VE-cadherin on its tyrosines

685 and 731 as well as Y654 B-catenin.

Stimulation of HUVEC with RANTES increased the phosphorylation of Y685 VE-cadherin
from 5 to 30 minutes reaching a peach at 10 minutes. By contrast, RANTES induced a time-
dependent decrease of Y731 VE-cadherin phosphorylation (Figure 7B, upper panel). Moreover,
RANTES induced the phosphorylation of Y654-B-catenin reaching a peak after 5 minutes of
HUVEC stimulation with the chemokine RANTES, decreasing after (Figure 7B, lower panel).

154



We investigated the effect of PKCa or PKCo inhibition in the regulation of Y685 and Y731
VE-cadherin as well as Y654 B-catenin phosphorylation. Whole lysates of HUVEC incubated
with either G66976 or rottlerin and stimulated or not with RANTES, were analyzed by western-
blot (Figure 7C). PKCa inhibition by G66976 reduced Y685 VE-cadherin and Y654 B-catenin
phosphorylation but increased Y731 VE-cadherin phosphorylation (Figure 7C, left panel). This
effect is reinforced after RANTES-induced stimulation of HUVEC, demonstrating the
involvement of PKCa in RANTES-induced modifications of Y685 VE-cadherin and 3-catenin
phosphorylation. PKCd inhibition by rottlerin increased Y685 VE-cadherin and Y654 B-catenin
phosphorylation (Figure 7C, right panel). This effect was not modifying after RANTES
stimulation. In contrast, PKCS inhibition by rottlerin decreased Y731 VE-cadherin
phosphorylation. This inhibitory effect was enhanced after RANTES stimulation of HUVEC
cells preincubated with rottlerin (Figure 7B, right panel). Taken together, our results highlight
the major role of RANTES-induced PKCo/PKC$ balance in the regulation of VE-cadherin and
-catenin phosphorylation.

RANTES promotes endothelial adherens junction disruption

The morphological changes of endothelial cells induced by RANTES were assessed by
transmission electron microscopy (TEM). The gap at cell-cell junctions was observed by TEM
after RANTES stimulation of endothelial cells deposited as a monolayer in a Transwell
chamber. The stimulation of endothelial cells with RANTES for 5 minutes led to an increased
distance of gaps between endothelial cells (Figure 8, upper panel, arrows). The same experiment
was performed after addition of monocytes above endothelial cells. Trans-endothelial migration
of monocytes through a pore of the Transwell chamber was also observed (Figure 8, lower
panel, arrows). No cytoplasmic extension of endothelial cells around the monocytes could be

observed.
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Figure 8. RANTES-induced adherens junction destabilization. After HUVEC seeding as a
monolayer in a Transwell chamber and cell activation with TNF-a, HUVEC were stimulated with 3 nM
RANTES for 5 min or untreated, then fixed with 4% paraformaldehyde and 1% glutaraldehyde,
dehydrated, embedded in Epon resin. Ultrathin sections were cut, stained with 2.5 % uranyl acetate, 1
% lead citrate, and deposited on formvar/carbon-coated nickel grids or on gold grids for examination
under a transmission electron microscope at 100 kV. EC1 and EC2 represent two adjacent endothelial
cells (upper panels). In parallel, monocytes were added to the endothelial cells (lower panels). Scale
bars are indicated on the images.
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DISCUSSION

The mechanism of the vascular endothelial hyperpermeability induced by proinflammatory
factors such as cytokines and chemokines has been investigated since many years. The
escalation of the inflammatory response relies on activation of endothelial cells leading to
higher expression of cell adhesion molecules and proinflammatory factors, generating a vicious
circle enhancing immune cell recruitment.?®

In our study, RANTES addition to TNF-a activated-HUVEC markedly increases monocyte
recruitment even if RANTES expression is not increased by TNF-a in our experimental model.
However, it has been described in other studies that TNF-a-activated HUVEC upregulate others
chemokines such as MCP1 and IL-8.2%° Moreover, other chemokines could interact with
RANTES such as CXCL4’!, or Defensin Human Neutrophil Peptide 1 (HNP1)*, forming a
heterocomplex, which amplifies RANTES effect to promote monocyte recruitment.

The role of GPCR in RANTES-induced monocyte arrest and adhesion is controversial as we
observed that CCR1 as well as CCRS expressed at endothelial cell membrane play a major role
in these two biological effects whereas CCR1 has been evoked as the GPCR mainly involved
in adhesion on endothelial cells.>* The role of CCR5 in RANTES-induced monocyte
transmigration is consistent as previous studies reported that CCRS5 mediated transmigration®>3*
whereas our results indicated that both CCR1 and CCRS are implicated in this effect.

The involvement of RANTES binding to GAGs in monocyte recruitment has been characterized
by using 3Ala-RANTES mutant that binds lower to HUVEC than native RANTES (Figure 2),
because of a lower binding of 3Ala-RANTES to GAGs and to CCR1 due to sequence
overlap.”® This result is in agreement with the anti-inflammatory effect of 3A1a-RANTES in
vitro and in vivo.>*’7 Moreover, 3A1a-RANTES was able to sequester the native protein in
inactive dimer unable to recruit cells in vivo.>® Indeed, RANTES has minimal quaternary
structure required for in vivo activity.*® In contrast, E66A-RANTES mutant binds to endothelial
cells similarly to native RANTES (Figure 2), indicating that RANTES oligomerization is not
required to binding on endothelial cell membrane. Surprisingly, both mutants abolished TNF-
a-induced monocyte recruitment, suggesting that they may interact with other proinflammatory

factors which contribute to monocyte recruitment.

Activation of endothelial cells contributes actively to leukocyte migration through endothelium
barrier by promoting an “outside-in” signal transduction in endothelial cells!, and by inducing
endothelial cell cytoskeletal changes.!® Endothelial permeability is increased by the loss of

adherens junction interaction between adjoining endothelial cells.!®*  Endothelial cell
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signaling induced by leukocytes stimulates endothelial cell retraction during localized
dissociation of the endothelial cell lateral junctions at the site of leukocyte migration.>**
PECAM-1 is recruited to the endothelial cell surface at sites of monocyte transmigration *! and
PECAM-1 localization in endothelial cells is modulated by cytokines. Endothelial cell
promotion of leukocyte recruitment require ICAM-1 and VCAM-1 61720 activating an
endothelial cell calcium flux and PKC or Rac1.*? ICAM-1 expression is constitutive on many
cell types but can be increased on endothelium by inflammatory mediators.?’ However, our
results indicate that RANTES does not modify the expression of any of these adhesion
molecules. Such an absence of effect on adhesion molecules expressed by TNF-a-activated
endothelial cells has been described for IL8.** ICAM-1 induces endothelial cell signals that are
required for lymphocyte migration, such as PKC-induced phosphorylation of p60Src and
cortactin.** The activation of PKC has been shown in other signaling systems to stimulate focal
adhesions or leukocyte migration. ** On non-activated HUVEC, PECAM-1 can be
phosphorylated by PKC and linked to the cytoskeletal-associated proteins - and y-catenin
through its immunoreceptor tyrosine-based activation motif.*> Otherwise, vascular endothelial
cadherin (VE-cadherin) is a major component of adherens junctions, which mediates the cell-
cell contact with the partners, such as B-catenin and p120. B-catenin stabilizes VE-cadherin and
promotes its interaction with the actin cytoskeleton.*® VE-cadherin phosphorylation on serine
and tyrosine residues has been shown to provoke its internalization both in vitro and in vivo,
leading to increase in vascular permeability. 4’ Our results clearly demonstrated that RANTES
induced a PKCo/PKC5 balance that modulates phosphorylation of VE-cadherin and -catenin.
Such a role of proinflammatory factors on adherens junctions between endothelial cells has
been previously described for the IL8/CXCR2 axis that promotes the phosphorylation and
internalization of VE-cadherin, on HUVEC, leading to increased endothelial permeability.*’ In
addition, IL2 induces destabilization of adherens junctions through an increase in VE-cadherin
phosphorylation concomitant with a decrease in SHP2 phosphatase protein levels.*

PKCa increased endothelial permeability through the destabilization of adherens junctions
while PKC§ promoted endothelial barrier integrity.!® Furthermore, it has been previously
demonstrated in vivo using PKCd knockout mice and in vitro using rottlerin that PKC9 inhibits
neutrophils recruitment.*® Hence, endothelial PKCa signaling enhanced RANTES-induced
monocyte recruitment by increasing phosphorylation of Y685-VE-cadherin and Y654-f3-
catenin whereas it decreased phosphorylation of Y73 1-VE-cadherin. PKC¢ inhibited monocyte
transmigration by decreasing phosphorylation of Y685-VE-cadherin and of Y654--catenin and
increasing phosphorylation of Y731-VE-cadherin. Y685F or Y731F VE-cadherin
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phosphorylation have been described to be involved in endothelial permeability and
transendothelial migration of leukocytes in vivo using knock-in mice models.?® Previous studies
have indicated that p120-catenin regulates VE-cadherin lysosomal degradation by inhibiting
endocytosis of the cell surface pool via interaction with the cytoplasmic tail of VE-cadherin
proteins. * This study shows for the first time that endothelial PKCa and PKC3 play an opposite
role in RANTES-induced monocyte recruitment. However, the role of PKCd remains
controversial as PKCS$ inhibition decreased neutrophil transmigration induced by interleukine
1 B (IL-1B) or by N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP), but increased IL8-induced
transmigration.>°

The GTPases Racl, RhoA and Cdc42 act in concert to control cytoskeleton dynamics. The
stability of the endothelial junctions requires a very clear balance between the Rho and
Rac/Cdc42 activities which act in an antagonistic way.'® Rho via ROCK pathway enhanced
endothelial junctions disruption and thus leukocyte transmigration.'®! Our results are
consistent with the general concept that RhoA activation is required for leukocyte adhesion and
opening of endothelial junctions.

It is well documented that Rac1 has a controversial role in barrier fonction. On one hand, Racl
improves the endothelial barrier integrity and therefore inhibits diapedesis >*> and on the other
hand, Racl disrupts endothelial integrity leading to permeability and leukocyte
transmigration.>**> We have previously demonstrated that RANTES activate Racl.!” In
unstimulated endothelial cells, we observed that Racl inhibits monocyte transmigration
whereas Racl inhibition abolishes RANTES effect in transmigration suggesting that RANTES-
induced monocyte transmigration is mediated by Racl pathway in our model. This finding can
be explained by the fact that basal levels of Racl activity are endothelium-protective whereas
sustained Rac1 activation can lead to endothelial dysfunction.’ Similar results were observed
for leukocyte transmigration.’’” Monocyte transmigration was increased after Cdc42 inhibition
suggesting that Cdc42 promotes endothelial integrity. This effect may be related on Cdc42
effect on junction stability and restoration.”® However, the Racl inhibitor used in our study,
ML141, is selective for other Rho GTPase including Racl.”® Experiments with dominant
negative plasmids decreasing RhoA, Racl and Cdc42 protein levels confirm our results
obtained with pharmacological inhibitors (data not shown). Conversely, Cdc42 did not affect
basal transmigration and slightly increased RANTES-induced transmigration, suggesting a
little role of Cdc42 in endothelium integrity in our model.

In summary, the current findings indicated that endothelial cells treated with RANTES induce
monocyte arrest, adhesion and transmigration via PKCs and Rho GTPase signaling. RANTES
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induces the membrane translocation of PKCa and PKCd and therefore their activations.
RANTES decreased Y731-VE-cadherin phosphorylation whereas it increased Y685-VE-
cadherin and Y654-B-catenin phosphorylation via PKCo/PKCd cross-regulation leading to
monocyte transmigration across endothelial barrier (Figure 9). Characterization of RANTES-
induced endothelial cell response contributing to monocyte recruitment may allow the

development of new anti-inflammatory therapeutic strategies targeting endothelial cells.
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Figure 9. Schematic representation of RANTES effect on endothelial cells promoting monocyte
arrest, adhesion and transmigration. RANTES stimulation of endothelial cells strongly increases
monocyte arrest, adhesion and transmigration, by activating PKCa, PKCd and Rho GTPases signaling
pathways. RANTES decreased Y731-VE-cadherin phosphorylation whereas it increased Y685-VE-
cadherin and Y654-B-catenin phosphorylation leading to monocyte transmigration across endothelial
barrier. In conclusion, these results highlight the major role played by the chemokine RANTES/CCL5
in the regulation of adherens junctions between endothelial cells promoting monocyte transmigration.
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1. Supplementary data

1.1. Involvement of Rho GTPases in RANTES-induced monocyte transendothelial

migration

We have previously shown the involvement of Rho GTPases in monocyte recruitment using
pharmacological inhibitors (Article 1 Figure 5 E and F). To confirm the potential role of Racl,
RhoA and Cdc42 in regulating RANTES-induced monocyte transmigration, we also used

Green Fluorescent Protein tagged Racl, Cdc42 or RhoA dominant negative plasmids.

In Racl dominant negative construct (pEGFP-C1-DN-Racl), the amino acid residue threonine
located in position 17, in GTP interaction domain, was substituted by an asparagine (T17N).
This mutation in the GTP binding domain blocks Racl in its inactive form. In Cdc42 dominant
negative construct (pEGFP-C1-DN-Cdc42), in addition to the T17N mutation that prevents
activation of Cdc42, this dominant negative is also mutated at the '** KKSRR!'®” motif involved
in membrane targeting. The amino acid residues lysine (K) and arginine (R) of this motif were
substituted by alanine (3> AASAA!®7). In RhoA dominant negative construct ()EGFP-C1-DN-
RhoA), the amino acid residue T19, was substituted by an asparagine (T19N) leading to its

inactivation.

1.1.1. Expression of Rho GTPases dominant negative GFP-constructs in
HUVECs
HUVEC were transiently transfected with the plasmid control (pEGFP-C1) encoding for GFP
alone or with one of each Rho GTPase dominant negative. For each plasmid, the transfection
efficiency assessed by GFP fluorescence intensity by flow cytometry, ranges from 20 to 33%
(Figure S1 A1, B1,C1, D1) and was similar between the different dominant negative (Figure S1
E).
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Figure S1. Rho GTPases dominant negative transfection efficiency. HUVEC cells were transfected
with the plasmid control (pEGFP-C1) (A), pEGFP-C1-DN-Rac1 (B), pEGFP-C1-DN-RhoA (C), or
pEGFP-C1-DN-Cdc42 (D). The transfection efficiency was assessed by flow cytometry by mesearing
GFP fluorescence intensity. The percentage of transfected cells (%) = (GFP * cells number / total of
cells number) x 100 (A1, B1, C1, D1). GFP fluorescence intensity of transfected cells was compared to
control (untransfected-cells, black histogram) (A2, B2, C2, D2) or with pEGFP-C1 (E).
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1.1.2. Rho GTPases are involved in RANTES-induced monocyte
transendothelial migration
Monocyte transmigration was investigated across HUVECs transfected by the plasmid control
(pEGFP-C1), pEGFP-C1-DN-Racl, pEGFP-C1-DN-RhoA, or pEGFP-C1-DN-Cdc42. Then
transfected HUVECs were activated with TNF-o and stimulated or not (untreated, Figure S2
A) by RANTES/CCLS (Figure S2 B).
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Figure S2. Rho GTPases pathways involvement in RANTES-induced monocyte transmigration.
Monocyte transmigration was assessed using HUVECs transfected by the plasmid control (pEGFP-C1),
pEGFP-C1-DN-Racl, pEGFP-C1-DN-RhoA, or pEGFP-C1-DN-Cdc42. Transfected HUVECs were
activated with TNF-a and then stimulated or not (A, untreated) by RANTES/CCL5(B). Results are
expressed as mean = SEM of three independent experiments.*p<0.05, versus pEGFP-C1-transfected
cells. RANTES-induced transmigration in pEGFP-C1-transfected cells was set to 100 % (B).

In the absence of RANTES stimulation, monocyte transmigration across HUVEC transfected
with pEGFP-C1-DN-Rac1 was significantly increased by 34 + 4% as compared to pEGFP-C1-
transfected cells (434 + 18 versus 325+ 13 transmigrated monocytes/well, “p<0.05, n=3, Figure
S2A). By contract, HUVECs transfection by pEGFP-C1-DN-RhoA or pEGFP-C1-DN-Cdc42

had no effect on monocyte transmigration (Figure S2 A).

In the presence of RANTES, monocyte transmigration through transfected-HUVECs with
pEGFP-C1-DN-Racl was abolished (Figure S2 B). Interestingly, RANTES-induced monocyte
transmigration through pEGFP-C1-DN-RhoA-HUVECs transfected cells, was strongly
decreased by 78 + 9% ("p<0.05, n=3, Figure S2 B). By contrast, HUVEC transfection with
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pEGFP-C1-DN-Cdc42 increased RANTES-induced monocyte transmigration by 57 + 10%
(*p<0.05, n=3, Figure S2 B).

Altogether, our results suggest that RANTES-induced monocyte transmigration involves and
Racl, RhoA and Cdc42 pathways. This finding confirms monocyte transmigration assay with

pharmacological inhibitor.
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2. Complementary data

We have previously shown that RANTES induced phosphorylation of Y685-VE-cadherin
(article 1 Figure 7A). This tyrosine phosphorylation is involved in vascular permeability.
(Wessel et al., 2014) The continuity is focalized on RANTES effect in vascular permeability

using FITC-Dextran permeability in vitro test.
2.1. HUVECs monolayer integrity reduced permeability to FITC-dextran

To determine the experimental conditions for observing permeability process through a
monolayer of HUVEC, we first defined different parameters such as cell monolayer necessary

to have a functional system and to avoid any experimental bias. (Figure C1).
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Figure C1. RANTES promotes permeability through HUVEC monolayer. FITC-Dextran
permeability test was assessed using no confluent HUVEC (No monolayer), HUVEC monolayer or
through empty fibronectin-coated transwell (without cells) (A) RANTES effect in FITC-Dextran
permeability were evaluated on HUVEC monolayer activated or not by TNF-a (1ng/mL) and stimulated
or not by RANTES (3 nmol/L) (B). Quantitative data represent means = SEM of fluorescence intensity
measured by spectrofluorimetry of three independent experiments.* p<0.05, versus without cells (A).
Fluorescence intensity of HUVEC monolayer condition which represents untreated condition (without
TNF-a and without RANTES) was set to 100 % (B). # p<0.05, versus untreated, £ p<0.05, versus TNF-
a, & p<0.05, versus RANTES (B).

First, we checked the monolayer integrity by evaluating permeability to FITC-Dextran.
Permeability system transwell were coated with fibronectin (100ng/mL), then 0, 100 000 or
200 000 HUVECs were seeded which represent respectively no cell condition, no monolayer
condition or HUVEC monolayer conditions (Figure Cl1 A). Permeability to FITC-Dextran
significantly decreased by 67 + 6% through no confluent HUVECs (no monolayer) as compared
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to condition without cells (387 + 24 AU versus 1190 + 80 AU, “p<0.05, n=3, Figure C1 A).
Interestingly, permeability to FTIC-Dextran was abolished through confluent HUVEC
(HUVECs monolayer) (Figure C1 A).

Then, HUVECs preincubated with TNF-o alone or RANTES alone significantly increased
permeability by 59 + 4% or by 248 + 45% respectively as compared to relative untreated
HUVEC monolayer (*p<0.05, n=3, Figure C1 B).

The successive preincubation of HUVEC with TNF-a and RANTES led to a significant and
strong increase of FITC-Dextran by 4-fold as compared to untreated cells. Thus, RANTES is
37% more efficient to induce permeability on TNF-a-activated HUVEC cells as compared to
unactivated cells (Figure C1 B). Altogether, our finding showed that incubation of HUVEC
with TNF-o alone or RANTES alone increased permeability whereas the stimulation of TNFa-
activated HUVEC with RANTES strongly increased this effect.

2.2. RANTES oligomerization and its binding to GAGs are required to promote

vascular permeability

Furthermore, we want to check if RANTES oligomerization and its binding to membrane
endothelial GAGs are necessary for RANTES-induced permeability. We have previously
showed that the oligomerization deficient mutant E66A-RANTES and the GAG-binding
deficient mutant 3Ala-RANTES bind to HUVEC as well as native RANTES using flow
cytometry (Article 1, Figure 2). To evaluate HUVEC barrier permeability, FITC-Dextran
permeability assay was assessed on TNFa-activated HUVEC stimulated or not by RANTES,
E66A-RANTES or 3Ala-RANTES (Figure C2).
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Figure C2. RANTES-induced vascular permeability requires at least oligomerization or GAGs
binding. FITC-Dextran permeability test was assessed using HUVEC monolayer activated with TNF-a
and then stimulated or not by RANTES, or by its oligomerization deficient mutant (E66A-RANTES) or
by its GAG-binding deficient mutant (3Ala-RANTES). Results are expressed as means = SEM of
fluorescence intensity measured by spectrofluorimetry of three independent experiments.* p<0.05,
versus Untreated), # p<0.05, versus RANTES.

Our results showed that HUVEC stimulation with E66A-RANTES diminished HUVEC
permeability to FITC-dextran significantly by 60 = 10% and abolished it after HUVEC
stimulation with 3Ala-RANTES (p<0.05, n=3, Figure C2).

Our data highlight the major role of the interaction of RANTES with GAG chains expressed at
the HUVEC membrane and RANTES oligomerization in vascular permeability

2.3. RANTES binding with CCR1 is implicated in RANTES-induced permeability

RANTES binds also to G protein-coupled receptors, CCR1 and CCRS at the HUVEC
membrane. (Suffee et al., 2012) The role of CCR1 and CCRS5 in RANTES-induced monocyte
recruitment was previously studied (Article 1, Figure 3D, 3E, 3F). We showed that RANTES-
induced trans-endothelial of monocyte requires binding to CCR1, but not to CCRS (article 1,
Figure 3F). Then, we evaluated the role of RANTES-binding with CCR1 and CCRS in
RANTES-induced permeability. CCR1 or CCRS inhibition in HUVEC transfected with siRNA

was checked systematically for each experience by flow cytometry (Figure C3).
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Figure C3. Inhibition of CCR1 and CCRS expressed on HUVEC membrane cell by specific RNA
interference. HUVEC were transfected with the scramble siRNA (SNC), CCR1 siRNA (A) or CCR5
siRNA (B). Membrane expression of CCR1 or CCR5 was measured on non-permeabilized HUVEC.

Then, FITC-Dextran permeability was assessed through transfected HUVEC with CCR1
siRNA or CCRS5 siRNA or the scramble negative control (SNC) and stimulated or not with
RANTES (Figures C4). It is interesting to note that in absence of RANTES stimulation, no
significant difference in permeability was observed after CCR1 or CCRS5 inhibition as
compared to siRNA control (SNC).

RANTES-induced permeability was decreased slightly but significantly by 30 &+ 5% or by 20+
6% after HUVEC transfection with CCR1 siRNA or with CCRS5 siRNA respectively (227 + 8
or 259 + 9 versus 324 £ 16 % "p<0.05, n=3, grey histograms, Figure C4).
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Figure C4. RANTES binding with its GPCR promotes RANTES-induced permeability. FITC-
Dextran permeability assay was investigated using transfected HUVECs with CCR1 siRNA or CCR5
siRNA or the scramble siRNA control (SNC), activated with TNF-a and then stimulated or not with
RANTES. Results are expressed as means + SEM of fluorescence intensity measured by
spectrofluorimetry of three independent experiments.* p<0.05, versus Untreated. ). # p<0.05,versus
RANTES.
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3. Bilan

L’objectif de cette premicre partie a ét¢ de déterminer si I’effet de RANTES/CCLS exercé sur
les cellules endothéliales modifie leur capacité a interagir avec les monocytes et d’évaluer la
conséquence de cette modification sur leur recrutement monocytaire ainsi que les mécanismes

mis en jeu.

Nous avons montré que la stimulation des cellules endothéliales avec RANTES/CCL5
augmente fortement I’arrét, I’adhérence et la migration trans-endothéliale des monocytes, en
interagissant avec CCR1, CCRS et les chaines GAGs exprimés a la surface des cellules
endothéliales. L’effet de RANTES/CCLS exercé sur les cellules endothéliales induisant le
recrutement des monocytes est médié par D’activation des voies de signalisation intra-
endothéliales dépendantes des PKCs (a et 0) et des Rho GTPases (Racl, RhoA et Cdc42). De
plus, RANTES/CCLS5 diminue la phosphorylation de Y731-VE-cadhérine alors qu’elle
augmente la phosphorylation de la Y685-VE-cadhérine et la Y654-B-caténine favorisant ainsi

la migration trans-endothéliale des monocytes.

En conclusion, notre approche permet de compléter les connaissances actuelles sur le
recrutement monocytaire visant a étudier la réponse de ces derniers 8 RANTES/CCLS, en nous
plagant du coté de la barriere endothéliale. Ainsi il sera important d'évaluer la réponse

leucocytaire et la réponse endothéliale lorsqu'une stratégie ciblant la chimiokine sera envisagée.
Ces travaux ont fait I’objet :

e D’une communication orale lors de la 14° édition du congres de la Société Francophone
d'Athérosclérose (NFSA, Biarritz, 20 au 22 juin 2018) :
La balance PKCa / PKC9 induite par RANTES régule la phosphorylation de la VE-
cadhérine et de la p-caténine impliquée dans la transmigration des monocytes.
Mamoune H., Maillard L., Haddad O., Hlawaty H., Oudar O., Charnaux N. et Sutton A.

e D’une communication orale lors de la 12¢ édition du congres de la Société Francophone
d'Athérosclérose (NFSA, Biarritz, 16 au 18 juin 2016) :
L’implication de la phophorylation de la VE-cadhérine dans la transmigration
monocytaire induite par RANTES/CCLS5. Mamoune H., Maillard L., Haddad O.,
Hlawaty H., Oudar O., Charnaux N. et Sutton A.

e D’une communication affichée lors de la 20° édition du congres The International

Vascular Biology Meeting 2018 (IVBM2018) (Helsinki, Finlande 3-7 juin 2018) :
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PKCo/PKCo0 RANTES-induced regulates of VE-cadherin and [-catenin
Pphophorylation in monocyte transmigration. Mamoune H., Maillard L., Haddad O.,
Hlawaty H., Oudar O., Charnaux N. et Sutton A.

D’une communication affichée lors de la journée doctorale Gallilée (campus de
Villetaneuse, 15 septembre 2017) :

Regulation of VE- cadherin and f-catenin phophorylation throught PKCo/PKCo
balance induced by RANTES modulates monocyte transmigration. Mamoune H.,

Maillard L., Haddad O., Hlawaty H., Oudar O., Charnaux N. et Sutton A.
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B. Intracellular domain of SDC-4 in RANTES-induced monocyte recruitment

I. Article 2 (being written)

Intracellular domain of syndecan-4 orchestrates RANTES-induced signaling pathways in

endothelial cells to promote monocyte recruitment
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glycosaminoglycan, GPCR: G Protein-Coupled Receptors, HUVEC: Human Umbilical Vein-
Endothelial Cell, ICAM-1: Intracellular Adhesion Molecule-1, IL: Interleukine, MCP-1/CCL2:
Monocyte Chemoattractant Protein-1/CCL2, MM6: Mono Mac 6, PECAM-1: Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1, PFA: paraformaldehyde, PIP2: phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate, PKC: Protein Kinase C, PMA: phorbol myristate acetate, RANTES:
Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted, RhoG: Ras homolog family
member G, SDC: syndecan, TNF-a: Tumor Necrosis Factor-a, VCAM-1: Vascular Cell
Adhesion Molecule-1, VE-cadherin: Vascular Endothelial cell cadherin, VEGF: vascular

endothelial growth factor
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ABSTRACT

Leukocytes recruitment is essential for an efficient immune response. Endothelial cells and
leukocytes interact together in response to inflammatory mediators such as cytokines and
chemokines. The CC-chemokine Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and
Secreted (RANTES)/CCLS, is well described as a monocyte’s recruiter. The biological
activities of RANTES depend on its interaction with G-specific proteins coupled to a
transmembrane receptors (GPCR) such as CCR1 and CCRS5 and with glycosaminoglycan
chains (GAGs) carried by membrane proteoglycans such as syndecan-4. The aim of this study
was to evaluate syndecan-4 involvement as a functional coreceptor of RANTES by using
syndecan-4 intracellular domain mutants. Our results showed that intracellular variants of
syndecan-4 modify RANTES-induced monocyte recruitment (arrest, adhesion, transendothelial
migration) on endothelial cells. The mutant S179A-SDC-4, associated with a constitutive
activation of protein kinase Ca (PKCa), leads to a higher rate of RANTES-induced monocytes
recruitment. Intracellular domain of SDC-4 is involved in RANTES monocyte arrest and
adhesion by its PDZ proteins interaction-domain. SDC-4 increased transendothelial migration
of monocytes with its intracellular domain binding PIP2 or PDZ proteins. The transendothelial
migration of monocytes induced by the RANTES-SDC-4 axis might be mediated by the
transient regulation of Y731-VE-cadherin phosphorylation. Since RANTES is involved in
various physiopathological processes, the development of a new therapeutic strategy may rely
on the mechanism by which RANTES exerts its biological activities, for example by targeting

the binding of the chemokine to its proteoglycan receptor.
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INTRODUCTION

Chemokines expressed on vascular endothelium may trigger leukocyte recruitment. The
leukocyte recruitment paradigm encompasses leukocyte arrest, adhesion and transendothelial
migration. The CC-chemokine Regulated upon Activation Normal T-cell Expressed and
Secreted (RANTES)/CCLS is involved in the recruitment of leukocytes. RANTES can bind to
the cell membrane through its specific G Protein-Coupled Receptors (GPCR) CCR1, CCR3 and
CCRS5 and also to glycosaminoglycans (GAG). GAG are long, linear, and heterogenous sulfated
polysaccharides. RANTES exhibits selectivity in glycosaminoglycan binding with the highest
affinity (nanomolar range) for heparin (Proudfoot et al., 2001). We have previously
demonstrated that RANTES associates with its GPCRs but also with heparan sulfate
proteoglycan belonging to the syndecan family, syndecan-1 (SDC-1) and syndecan-4 (SDC-4)
on various cell types (Slimani et al., 2003a, 2003b; Sutton et al., 2007; Charni et al., 2009).
RANTES interacts with GAG through its “*RKNR*’" motif, modulating RANTES biological
functions. Indeed, we previously published that soluble heparin, GAG mimetics or GAG-
binding deficient mutants of RANTES (R47E-RANTES and “AANA*-RANTES) modulate
the biological activities of the chemokine as shown in vitro (Charni et al., 2009; Sutton et al.,

2007) or in vivo (Suffee et al., 2012).

Proteoglycans expressed on endothelium luminal side are involved in chemokine-induced
leukocyte recruitment by forming a complex between the endothelial cell (due to the binding
of chemokine to proteoglycan) and the leucocyte (due to the binding of chemokine to GPCR).
(Gotte et al., 2002)

Syndecan-4 (SDC-4) is one of a family of four transmembrane heparan sulfate proteoglycans,
whose extracellular domains interact with various soluble factors in the blood circulation and
insoluble factors in the extracellular matrix (ECM) such as growth factors or component of
ECM (fibronectin, laminin). Syndecans have been thought to act as co-receptors for various
heparin-binding growth factors such as fibroblast growth factors (FGFs), vascular endothelial
growth factors (VEGFs) and fibronectin-binding integrins. (Beauvais and Rapraeger, 2004;
Kwon et al., 2012) A conserved cytoplasmic domain on syndecans supports a key role for cell
surface ligand binding and cytoplasmic signaling. Common to all syndecans, three regions of
cytoplasmic domain have been identified. The first (C1) is the membrane-proximal region that
binds neurofibromin, Src kinase, ezrin, and cortactin. (Hsueh et al., 2001; Kinnunen et al., 1998;

Granés et al., 2003). The second (C2) is a C-terminal region that contains EFY A motif which
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interact with post-synaptic density 95, discs-large and ZO-1 (PDZ) proteins such as syntenin,
synectin and CASK.(Elfenbein and Simons, 2013; Lambaerts et al., 2009) The variable (V)
domain is located between the two conserved domains and its sequence is unique to each
syndecan family member. The V domain of SDC-4 binds to phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP2) and also to protein kinase Co (PKCa), a-actinin, and syndesmos.
(Horowitz and Simons, 1998a; Denhez et al., 2002; Greene et al., 2003; Baciu et al., 2000; Lim
et al., 2003). These interactions are responsible for the previously demonstrated SDC-4 role in
cytoskeleton regulation that includes formation of focal adhesions, of dynamic stress fibers, and
cell protrusions (Kwon et al., 2012). SDC-4 null mice are viable and fertile but exhibit defective
skin wound healing reflecting impaired cell migration and angiogenesis (Echtermeyer et al.,

2001; Okina et al., 2012).

As previously described, RANTES/CCLS5-effect on endothelial cells promoting monocytes
recruitment (arrest, adhesion and transendothelial migration) involves RANTES/CCL5 GAG-
binding. (H. Mamoune et al. unpublished data). Therefore, our hypothesis is that the interaction
of RANTES/CCL5 with SDC-4 triggers the transduction of signals leading to monocytes
recruitment. The aim of this study is to investigate involvement of intracellular domain of SDC-

4 in RANTES-effect on endothelial cells to promote monocyte recruitment.
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MATERIALS AND METHODS

Antibodies and reagents

RANTES/CCL5 and RANTES/CCL5 GAG-deficient mutant (R47E and “*AANA*’ (3Ala)) and
MCP-1 were synthesized by L. Martin and C. Vita (CEA Saclay, Gif-sur-Yvette, France) as
previously described (Charni et al., 2009; Suffee et al., 2012) and used at 3 nmol/L. Fibronectin
(100 pg/ml) was from BD Biosciences Pharmingen (Le Pont de Claix, France). DAPI (1 pg/ml,
4',6'-diamidino-2-phénylindole, a nucleus marker) was from Roth (Lauterbourg, France). The
cytosolic marker CMTMR (10 uM, 5-(and-6)-(((4-
chloromethyl)benzoyl)amino)tetramethylrhodamine) was from Invitrogen (Life Technologies,
Cergy Pontoise, France). CPD (5 uM, Cell Proliferation Dye eFluor 670, a cytosolic marker)
was from eBioscience (eBioscience S.A.S, Paris, France). PKCo/B1 inhibitor G66976 (1 uM),
PKC3 inhibitor Rottlerin (1 pM) and Rho A/Rho B/Rho C inhibitor C3 exoenzyme (10 ng/ml)
were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Racl inhibitor NSC (1 uM) was
from Millipore (Millipore S.A.S, Guyancourt, France). TNF-a (1 ng/ml, Tumor Necrosis Factor
o) was from Gibco (Life Technologies).

Antibodies were used at a 1 pg/ml concentration: primary antibodies mouse IgG1 anti-human
ICAM-1 (P2A4) was from Millipore, mouse IgG1 anti-human PECAM-1 (JC70), mouse IgG2a
anti-human E-selectin (CTB202) and rat [gG1 (M/K-2) anti-human VCAM-1 were from Santa
Cruz Biotechnology (Tebu Bio, Le Perray-en-Yvelines, France). Isotype controls, mouse IgG1,
mouse [gG2a and rat [gG1 were from BD Biosciences Pharmingen. Secondary antibodies Alexa

Fluor 647-goat anti-mouse IgG and Alexa Fluor 647-goat anti-rat [gG were from Invitrogen.

c¢DNA contructs and siRNA

Syndecan-4 plasmids pGFP-N3 (N3), pGFP-N3-SDC-4 wild-type (SDC4WT), pGFP-N3-
SDC-4-S179A (S179A-SDC4), pGFP-N3-SDC-4-L188QQ (L188QQ-SDC4), pGFP-N3-SDC-
4-A198del (A198del-SDC4) were obtained as previously described (Maillard et al., 2014).

SDC-4 expressed by HUVEC were targeted by SDC-4 siRNA purchased from Eurogentec. We
used scramble ds RNA (SNC, Eurogentec) as negative control.

Cell culture, transfection and transduction

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC, N° CRL-1730, ATCC) were cultured as
previously described (Suffee et al., 2012). Mono-Mac 6 (MM6, Institute for Immunology,
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University of Munich, Germany) were cultured in RPMI 1640 supplemented with 10 % fetal
calf serum (Lonza, Levallois-Perret, France) and 1 % penicillin-streptomycin (Lonza).

HUVEC were harvested and 10° cells were incubated with 5 pg of plasmid or 300n M of siRNA
in 100 pul Amaxa cell line nucleofector solution V (Lonza). Cells were transfected using
protocol V-001 of AMAXA nucleofector device II (Lonza). Transfected cells were cultured at
10° cells/mL in ECBM2 12 % serum. After 8 hours, dead cells were removed and fresh media
was added. The cell transfection efficiency was verified by flow cytometry as previously

described (Maillard et al., 2014).

Membrane molecules adhesion expression study

Transfected cells were treated 24 hours after the transfection by TNF-a for 16 hours and then
incubated or not with RANTES for 2 hours. Transfected cells were fixed and adhesion molecule
expression at transfected endothelial cells membrane was assessed by the use of specific
antibodies anti-ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 or E-selectin or with isotype controls revealed
by Alexa Fluor 647-goat anti mouse IgG or Alexa Fluor 647-goat anti rat IgG as secondary
antibodies. Adhesion molecule membrane expression of transfected (GFP positive) endothelial

cells was analyzed by flow cytometry.

Monocyte arrest assay under flow condition

HUVEC transfected cells were incubated at 4.10° cells in p-slide flow chamber (u-slide
1“Luer, Biovalley, Marne la Vallée, France) for 24 hours to obtain a monolayer. HUVEC were
then stained with CMTMR. After 16 hours of TNF-a treatment, transfected cells were incubated
or not with RANTES/CCLY5 for 2 hours. Pre-stained MM6 with DAPI were added under flow
condition at 0.67 dyn/cm? with peristaltic pump (Miniplus 2, Gilson, Villiers-le-Bel, France)
for 10 minutes. Cells were then fixed and the number of monocytes arrested on HUVEC

monolayer was quantified under fluorescence microscopy (Zeiss, AXIOPHOT).

Monocyte adhesion assay in static condition

HUVEC transfected cells were incubated at 3.10° cells in 8-well labtek for 24 hours to obtain a
monolayer. HUVECs were then stained with CMTMR. After 16 hours of TNF-a treatment,
transfected cells were incubated or not with RANTES for 2 hours. Pre-stained MM6 with DAPI
were added for 30 minutes. Cells were then fixed, and the number of monocytes arrested on

HUVEC monolayer was quantified under fluorescence microscopy (Zeiss, AXIOPHOT).
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Monocyte transendothelial migration in transwell chamber

Transwell chambers (Beckton Dickinson Le Pont de Claix, France) were pre-coated with 100
ng/mL fibronectine (BD Biosciences Pharmingen, Le Pont de Claix, France). 2.5 10° HUVEC
transfected were cultured in the upper part of the chamber. Following incubation at 37°C for 24
h, HUVEC were activated with TNF-a for 16 h and then stimulated or not with 3 nmol/L
RANTES.

Pre-stained MM6 monocytes with 5 uM Cell Proliferation Dye eFluor 670 (CPD, (eBioscience
S.A.S, Paris, France), harvested in RPMI 0.1% BSA were added in the upper part. In the lower
part, we used solution of RPMI 0.1% BSA supplemented with 3 nmol/L MCP-1 for 2 h.
Monocytes that have migrated towards the lower chamber were then quantified by flow

cytometry in FL-4, A excitation = 647 nm, A emission = 670 nm.

Live fluorescent microscopy

HUVEC transfected cells were seeded on a glass bottom dish (MatTek Corporation, Ashland,
MA, USA). Transfected cells were stimulated by TNF-a for 16 hours 24 hours after the
transfection and then incubated or not with RANTES for 2 hours. Morphology of HUVEC was
analyzed under flow condition at 0.67 dyn/cm? with peristaltic pump (Miniplus 2, Gilson,
Villiers-le-Bel, France) for 10 minutes by confocal laser scanning fluorescence microscopy
(model LSM 510 invert, Carl Zeiss, Jena, Germany). GFP-SDC-4 was monitored at 488-nm

argon excitation using a 510 to 535 nm band pass barrier filter.

VE-cadherin tyrosine 731 phosphorylation assay

2 10 HUVEC transfected cells were cultured for 24 h and pre-incubated, stimulated or not
with RANTES for various time (0, 5 or 10 min) at 37°C. Cells were washed by phosphate-
buffered saline (PBS) supplemented with 1 uM orthovanadate (Na3VO4, Sigma-Aldrich Saint-
Quentin Fallavier, France).

Proteins were extracted in lysis buffer containing 20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl,
1 mM Na3zVOs, 1% NP-40 and 1% protease inhibitor cocktail (Roche, France). Lysates were
obtained by centrifugation at 13,000 x g for 20 minutes at 4°C and protein lysate concentration
was determined using the BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific Pierce, Brébicres,
France). 30 ug proteins were loaded on SDS-PAGE and revealed using 1 pg/mL specific rabbit
IgG polyclonal (pAbs) anti-pY731 VE-cadherin (Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier,

France), anti-total VE cadherin (Abcam, France). Revelation was performed using horseradish
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peroxidase-conjugated anti-mouse IgG or anti-rabbit IgG (DAKO, Denmark) 0.2 pg/mL and 0,
16 pg/mL respectively.

Statistical analysis

Results are presented as mean + SEM. Statistical significance was assessed by analysis of
variance (ANOVA) test performed with the Statview software (StatView 4.5 Abacus Concepts,
Berkeley, CA, USA). A p value of < 0.05 was used as the criterion of statistical significance.
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RESULTS

SDC-4 intracellular domain involvement in monocyte arrest on endothelial cells
monolayer

We first evaluated the involvement of SDC-4 in monocyte arrest (Figure 1A). Monocyte arrest
assessed under laminar flow, on TNF-a-activated HUVEC and then stimulated or not with
RANTES (Figure 1). Before activation, HUVEC were transfected with siRNA SDC-4 or
scramble siRNA negative control (SNC). (Figure 1A) In the absence of RANTES stimulation,
RNA interference targeting SDC-4 decreased significantly monocyte arrest by 43 + 13 % (59
+ 8 arrested monocyte/chamber for HUVEC transfected with siRNA-SDC-4 versus 104 + 6
arrested monocyte/chamber for HUVEC transfected with SNC control, “p<0.05, n=3, Figure
1A). In SNC conditions, RANTES stimulation increased significantly monocyte arrest by 40 +
5 % as compared to untreated condition (148 + 2 arrested monocytes/chamber for RANTES-
stimulated HUVEC transfected with SNC versus 104 + 6 arrested monocytes/chamber for
untreated HUVEC transfected with SNC, ¥p<0.05, n=3, Figure 1A) whereas siRNA inhibition
of SDC-4 in HUVEC abolished RANTES effect on monocyte arrest. These data suggest that
SDC-4 plays a major role in RANTES-induced monocyte arrest on endothelial cells under

laminar flow condition (Figure 1A).

To determine if intracellular domain of SDC-4 mediated effect of RANTES-SDC-4 axis on
monocyte arrest, HUVEC were transfected with GFP plasmid control (N3), wild-type SDC-4-
GFP (SDC-4 WT) or SDC-4-GFP intracellular mutants S179A- (encoding for a SDC-4 mutant
that activates constitutively PKCa), L188QQ- (encoding for SDC-4 mutant defective in PIP2
binding) or A198del-SDC-4 (encoding for a SDC-4 mutant defective in PDZ protein binding)
(Figure. 1B). Functionalization of SDC-4-GFP construct, transfection efficiency and membrane
expression of wild-type SDC-4 (SDC4 WT), or the three intracellular domain mutated-SDC-4
were previously confirmed (Maillard et al., 2014).

In the absence of RANTES stimulation (Untreated conditions, black histograms, Figure 1B),
the transfection of HUVEC with SDC-4 WT significantly increased monocyte arrest by 2-fold
as compared to plasmid control N3 (288 + 6 arrested monocytes/chamber for HUVEC
transfected with SDC-4 WT versus 96 + 6 arrested monocytes/chamber for HUVEC transfected
with N3 plasmid control, “p<0.05, n=3, Figure 1B). Interestingly, the number of arrested
monocytes on the S179A-SDC-4-transfected endothelial cells (PKCa") was significantly
increased by 67 = 10 % as compared to SDC-4 WT-transfected cells (480 + 24 versus 288 £ 6
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arrested monocyte /chamber, *p<0.05, n=3, Figure 1B). By contrast, monocyte arrest on the
L188QQ- (PIP2") or A198del-SDC-4 (PDZ") transfected HUVEC cells significantly decreased
by 75 + 4 % or 72 £ 4 % respectively (72 + 6 or 80 + 6 arrested monocytes/well respectively
versus 288 + 6 monocytes/well for SDC-4 WT HUVEC transfected with SDC-4 WT, #p<0.05,
n=3, Figure 1B).
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Figure 1. SDC-4 intracellular domain involvement in monocyte arrest on endothelial cell
monolayer. HUVEC transfected with SDC-4 siRNA (siRNA SDC-4) or scramble negative control
(SNC) (A) or with plasmid GFP control (N3), SDC-4 Wild Type-GFP (SDC-4 WT) or mutated SDC-4
constructs (S179A-SDC-4(PKCa*), L188QQ-SDC-4(PIP2"), A198del-SDC-4(PDZ’)) (B). HUVEC
were activated by TNF-a (1 ng/mL) and stimulated by RANTES (3 nmol/L) (grey histograms) or not
(Untreated, black histograms). Monocytes arrest on transfected HUVEC monolayer was performed
under laminar flow condition. Results are expressed as mean + SEM of arrested monocytes / chamber
of three independent experiments. “p<0.05, versus untreated control (SNC in (A) or N3 in (B)). #p<0.05,
SDC-4 mutants versus SDC-4 WT (Untreated conditions). “p<0.05 RANTES versus untreated (grey
histogram versus black histogram).

The RANTES stimulation of HUVEC transfected with N3 plasmid increased monocyte arrest
by 25 £ 5 % (120 £ 6 versus 96 + 6 arrested monocyte/chamber for untreated cells, “p<0.05,
n=3, Figure 1B). Similarly, RANTES-stimulation of transfected-HUVEC with SDC-4 WT or
L188QQ-SDC-4 (PIP2) significantly increased monocyte arrest by 30 + 4 % (408 £ 24 arrested
monocyte/chamber for SDC-4 WT transfected HUVEC and stimulated with RANTES versus
288 + 6 arrested monocytes/chamber for SDC-4 WT transfected HUVEC, ¥p<0.05, n=3, Figure
1B) or by 33 £7 % (96 + 6 arrested monocytes/chamber for L188QQ-SDC-4 (PIP2") transfected
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HUVEC and stimulated with RANTES versus 72 + 6 arrested monocytes/chamber for untreated
L188QQ-SDC-4 (PIP2") transfected HUVEC, ¥p<0.05, n=3, Figure 1B) respectively.

Our results showed that monocyte arrest on HUVEC transfected with A198del-SDC-4 (PDZ")
was very reduced effect as compared with SDC-4 WT conditions. Whereas RANTES increased
monocyte arrest on HUVECs transfected with SDC-4 WT or L188QQ-SDC-4 (PIP2), its effect
was abolished in HUVEC overexpressing A198del-SDC-4 (PDZ") (Figure. 1B).

Taken together, these data highlight the importance of SDC-4 intracellular domain in RANTES-
induced monocyte arrest on endothelial cells barrier mainly by its interaction with PDZ domain

proteins which seems also play a major role in this context.
SDC-4-induced endothelial cell-morphology change under laminar flow

To explain the increase of monocyte arrest on HUVEC cell overexpressing SDC-4 WT, we
analyzed their morphological change after and before laminar flow using live confocal
microscopy (Figure 2). Transfected HUVEC were activated by TNF-a and then stimulated or
not with RANTES. In untreated condition, laminar flow induced more filopodia formation in
SDC-4-GFP transfected cells (SDC-4WT) than in cells transfected with N3-GFP plasmid
control (N3) (Figure 2A, 2B). RANTES did not increased filopodia formation in N3 transfected
HUVEC (Figure 2C versus 2A), whereas RANTES increased the filopodia formation in SDC-
4 WT cells, both before and after laminar flow (Figure 2 D versus 2B). These data suggest that

SDC-4 overexpression induced filopodia formation.
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Figure 2. SDC-4-induced endothelial cell-morphology change under laminar flow. HUVEC were
transfected with GFP plasmid (N3) (A, B) or SDC-4 WT-GFP (SDC-4 WT) (C, D) plasmid were
activated by TNF-a (1 ng/mL) and stimulated or not (Untreated, A, C) by RANTES (3 nmol/L) (B, D).
HUVEC morphological change was investigated under laminar flow (10 minutes) by live confocal
microcopy in GFP (green) and phase contrast signal. White arrows showed membrane extensions on
HUVEC (filopodia).
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SDC-4 intracellular domain involvement in monocyte adhesion on endothelial cell
monolayer

Monocyte arrest on the endothelium is followed by a firm adhesion. To investigate intracellular
domain of SDC-4 role in this step of RANTES-induced monocyte recruitment, we first checked
the involvement of SDC-4 in RANTES-induced monocyte adhesion by using siRNA SDC-4
(Figure 3A). The number of adhered monocytes on siRNA SDC-4 transfected-HUVEC
significantly decreased by 40 = 2 % (174 + 6 adhered monocytes/well on HUVEC transfected
with siRNA SDC-4 versus 291 + 5 adhered monocytes/well on HUVEC transfected with SNC,
*p<0.05, n=3, Figure 3A). RANTES stimulation significantly increased monocyte adhesion by
42 +£ 5 % (414 + 14 adhered monocyte/well for SNC-transfected HUVEC and stimulated with
RANTES versus 291 + 5 adhered monocytes/well for untreated SNC-transfected HUVEC,
4p<0.05, n=3, Figure 3A). RANTES-induced monocyte adhesion was abolished on HUVEC
transfected with siRNA SDC-4. Therefore, our results suggest that SDC-4 is crucial in

RANTES-induced monocyte adhesion on endothelial cells in static conditions (Figure 3A).
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Figure 3. SDC-4 endodomain involvement in monocyte adhesion on endothelial cell monolayer.
Monocyte adhesion on transfected HUVEC monolayer was performed in static condition. First, HUVEC
transfected with siRNA SDC-4 or scramble negative control (SNC) (A) or with plasmid GFP control
(N3), SDC-4 Wild Type-GFP (SDC-4 WT) or mutated SDC-4 constructs (S179A-SDC-4 (PKCa"),
L188QQ-SDC-4 (PIP2), A198del-SDC-4 (PDZ")) (B). Transfected HUVECs were activated by TNF-a
(1 ng/mL) and stimulated by RANTES/CCLS5 (3 nmol/L) (grey histograms) or not (Untreated, black
histograms). Results are expressed as mean £ SEM of adhered monocytes /well of three independent
experiments. “p<0.05, versus untreated control (SNC in (A) or N3 in (B)). *p<0.05, SDC-4 mutants
versus SDC-4 WT (Untreated conditions). p<0.05 RANTES versus untreated (grey histogram versus
black histogram).
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Furthermore, monocyte adhesion was assessed on HUVEC transfected with SDC-4 WT or its
intracellular mutants S179A- SDC-4 (PKCa"), L188QQ- SDC-4 (PIP2) or A198del-SDC-4
(PDZ") (Figure. 3B).

In the absence of RANTES stimulation (Untreated conditions black histograms, Figure 3B),
the SDC-4 WT overexpression in HUVEC significantly increased monocyte adhesion by 134
+ 17 % as compared to plasmid control N3 overexpression (660 = 36 versus 282 + 24 adhered
monocytes/well, ‘p<0.05, n=3, Figure 3B). Similarly, HUVEC transfection with S179A-SDC-
4 which activates constitutively PKCa significantly increased monocyte adhesion by 103 + 12
% as compared to SDC-4 WT-transfected HUVEC (1338 + 84 versus 660 + 36 adhered
monocytes/well, “p<0.05, n=3, Figure 3B). However, HUVEC overexpression of SDC-4 PIP2
or PDZ-binding deficient mutant (L188QQ- or A198del-SDC-4 respectively) significantly
decreased by 66 = 7 % or 78 + 6 % (222 + 24 or 144 + 12 adhered monocytes/well respectively
versus 660 = 36 adhered monocytes/well for SDC-4 WT condition, “p<0.05, n=3, Figure 3B).
Altogether, our data suggest that SDC-4 expressed on endothelial cells induced basal monocyte

adhesion via its intracellular domain interaction with PIP2, PDZ proteins or PKCa.

After RANTES stimulation, monocyte adhesion on HUVEC transfected with N3 plasmid was
significantly increased by 49 + 12 % as compared to untreated condition (420 + 48 versus 282
+ 24 adhered monocytes/well for untreated cells, ¥p<0.05, n=3, Figure 3B). Additionally,
RANTES stimulation of SDC-4 WT-transfected HUVEC significantly increased monocyte
adhesion by 77 = 6 % (1170 £ 48 adhered monocytes/well for SDC-4 WT-transfected HUVEC
stimulated with RANTES versus 660 + 36 adhered monocyte/well for untreated cells, ¢p<0.05,
n=3, Figure 3B) or by 89 + 13 % when HUVEC were transfected with L188QQ-SDC-4 (240 +
24 versus 222 + 36 adhered monocytes/well for untreated cells, ¥p<0.05, n=3, Figure 3B). By
contrast, RANTES-induced monocyte adhesion was abolished when HUVEC were transfected
with A198del-SDC-4 (PDZ) and no additional increased of monocyte adhesion was observed
on S179A-SDC-4 (PKCa") transfected HUVEC (Figure 3B).

Our results emphasize that intracellular domain of SDC-4 is involved in RANTES-induced
monocyte adhesion and suggest that SDC-4 intracellular domain is involved, mainly by its

domain involved in interaction with PDZ proteins.
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SDC-4-induced variation of adhesion molecules expression at the membrane of
endothelial cells

The increase of adhesion molecules such as endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1),
E-selectin, intracellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) or vascular cell adhesion molecule-
1 (VCAM-1) is known to promote the recruitment of circulating cells such as monocytes.

(Seneviratne et al., 2013).

As RANTES-induced monocyte adhesion depends on SDC-4, we measured by flow cytometry
the HUVEC membrane expression level of the adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1,
PECAM-1 and E-selectin in SDC-4 transfected cells stimulated or not (untreated) with
RANTES (Figure 4).
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Figure 4. SDC-4-induced variation of adhesion molecules expression at the membrane of
endothelial cells. HUVEC were transfected with GFP plasmid (N3, black and grey histograms) or SDC-
4 WT-GFP (SDC-4 WT, white and hachured histograms) were activated by TNF-a (1 ng/mL) and
stimulated by RANTES (3 nmol/L (RANTES, grey and hachured histograms) or not (Untreated, black
and white histograms)). Membrane expression of adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1
or E-selectin was analyzed by flow cytometry on non-permeabilized cells. Results are expressed as mean
+ SEM of median of four independent experiments. “p<0.05, versus N3 untreated (black histogram).
#p<0.05 versus N3 RANTES (grey histogram).
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As previously described, RANTES had no effect on membrane expression level of these
adhesion molecules as compared to untreated cells both in HUVEC transfected with N3 or
SDC-4 WT. (H. Mamoune et al. unpublished data) Without RANTES, the level of ICAM-1,
VCAM-1, PECAM-1 and E-selectin increased at the membrane of HUVEC overexpressing-
SDC-4. ICAM-1 expression level significantly increased by 38 + 5 % as compared to untreated
N3-transfected HUVEC (1.38 £ 0.09 A.U. for untreated HUVEC transfected with SDC-4 WT
versus 1 +0.04 A.U. for untreated HUVEC transfected with N3 plasmid control, p<0.05, n=4,
Figure 4). VCAM-1 expression level significantly increased by 29 +£9 % (1.29 £ 0.08 A.U. for
untreated HUVECs transfected with SDC-4 WT versus 1 = 0.01 A.U. for untreated HUVEC
transfected with N3 plasmid control, “p<0.05, n=4, Figure 4). PECAMI1 expression level
significantly increased by 26 £ 5 % (1.26 + 0.04 A.U. for untreated HUVEC transfected with
SDC-4 WT versus 1 £ 0.01 A.U. for untreated HUVEC transfected with N3 plasmid control,
*p<0.05, n=4, Figure 4). E-selectin expression level increased slightly but significantly by 21 +
6 % (1.21 £0.05 A.U. for untreated HUVEC transfected with SDC-4 WT versus 1 + 0.04 A.U.
for untreated HUVEC transfected with N3 plasmid control, “p<0.05, n=4, Figure 4). After
RANTES stimulation, no additional increase of expression level protein of these adhesion

molecules was observed.

Altogether, our finding showed that the membrane expression of the adhesion molecules
ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 and E-selectin increased in HUVEC overexpressing SDC-4
activated with TNF-a. Moreover, no membrane expression level modification of ICAM-1,
VCAM-1, PECAM-1 and E-selectin was noticed after HUVEC transfection with SDC-4 WT,
S179-SDC-4, L188QQ-SDC-4 or A198del-SDC-4 in the presence or absence of RANTES (data
not shown). This result suggests that SDC-4 domains interacting with PKCa, PIP2 or PDZ
proteins are not involved in SDC-4-induced increase of [CAM-1, VCAM-1, PECAM-1 and E-
selectin membrane expression in HUVEC. In addition, the chemokine RANTES did not

influence the level of these adhesion molecules whatever the condition of transfection.

Intracellular domain of SDC-4-induced transendothelial migration of monocyte

After monocyte arrest and adhesion steps, the monocyte transmigrates across the endothelium
to reach the underlying tissue. SDC-4 involvement in RANTES-induced monocyte
transendothelial migration was evidenced in HUVEC transfected with siRNA SDC-4 (Figure
5A) or with SDC-4 plasmids GFP constructs (Figure 5B). Transfected HUVEC were activated
with TNF-a and stimulated or not with RANTES (Figure 5).
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Figure 5. SDC-4 endodomain induced transendothelial migration. HUVEC:s transfected with SDC-
4 siRNA (siRNA SDC-4) or scramble negative control (SNC) (A) or with plasmid GFP control (N3),
SDC-4 Wild Type-GFP (SDC-4 WT) or mutated SDC-4 constructs (S179A-SDC-4(PKCa"), L188QQ-
SDC-4(PIP2), A198del-SDC-4(PDZ)) (B). Transfected cells were cultivated in the upper chamber of
transwell chamber, activated by 1 ng/mL TNF-a and stimulated (RANTES, grey histograms) or not
(Untreated, black histograms) by 3 nmol/L RANTES. Results are expressed as mean + SEM of
transmigrated MM6 monocyte across transfected HUVEC monolayer per well, of four independent
experiments. “p<0.05, RANTES/CCLS5 versus untreated. “p<0.05, versus untreated control (SNC in (A)
or N3 in (B)). "p<0.05, SDC-4 mutants versus SDC-4 WT (Untreated conditions). *p<0.05 RANTES
versus untreated (grey histogram versus black histogram).

In the absence of RANTES stimulation, targeting SDC-4 by siRNA significantly decreased
transendothelial migration of monocyte by 25 + 4 % as compared to SNC control (298 + 17
versus 396 + 23 transmigrated monocytes/well for SNC, “p<0.05, n=3, Figure 5A). After
RANTES stimulation, monocyte transendothelial migration increased significantly by 32 + 3%
as compared to untreated control cells (522 + 13 transmigrated monocytes/well for RANTES-
stimulated SNC transfected HUVEC versus 396 + 23 transmigrated monocytes/well for
untreated-SNC transfected HUVEC, p<0.05, n=3, Figure 5A). RANTES-induced monocyte
transendothelial migration was abolished when HUVEC did not produced SDC-4. Therefore,
our results suggest that RANTES-induced transmigration of monocytes across endothelial cells

is mediated by SDC-4 (Figure SA).

Additionally, intracellular domain of SDC-4 implication in monocyte transendothelial
migration has been evidenced (Figure 5B). In the absence of RANTES stimulation (Untreated,
black histograms), monocyte transendothelial migration significantly increased by 65 + 10%

(516 £ 30 transmigrated monocytes/chamber for HUVEC transfected with SDC-4 WT versus
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312 £ 18 transmigrated monocytes/chamber for HUVEC transfected with N3 plasmid control,
*p<0.05, n=4, Figure 5B). Similarly, monocyte transmigration across HUVEC transfected with
S179A-SDC-4 (PKCa") or A198del-SDC4 (PDZ") significantly increased by a 3-fold factor as
compared to HUVEC transfected with SDC-4 WT (2179 £ 126 or 2241 + 130 transmigrated
monocytes/well respectively versus 516 £ 30 monocytes/well for SDC-4 WT transfected cells,
#p<0.05, n=4, Figure 5B) and significantly increased by 111 + 12 % when monocytes
transmigrate through L188QQ-SDC-4 (PIP2") cells (1090 £ 63 monocytes/well respectively
versus 516 £+ 30 monocytes/well for SDC-4 WT, #p<0.05, n=4, Figure 5B). These results
highlight SDC-4 intracellular domain involvement in monocyte transendothelial migration in a
RANTES-independent manner. Our data suggest that SDC-4-induced monocyte
transendothelial migration depends on PKCa activation. Furthermore, deficiency in PIP2 or

PDZ protein interaction promotes SDC-4-induced monocyte transendothelial migration.

In parallel, RANTES stimulation of N3-transfected HUVEC significantly increased monocyte
transendothelial migration by 110 + 6 % in comparison with untreated cells (655 + 38 versus
312 + 18 transmigrated monocytes/well for untreated N3 cells, ¥p<0.05, n=4, Figure 5B). In
addition, monocyte transendothelial migration significantly increased by 182 + 27 % after
RANTES stimulation of SDC-4 WT transfected cells as compared to untreated cells (1453 +
139 versus 516 + 18 transmigrated monocytes/well for untreated SDC-4 WT cells, 4p<0.05,
n=4, Figure 5B) whereas RANTES effect was abolished when HUVEC were transfected with
L188QQ-SDC-4 (PIP2°) or A198del-SDC-4 (PDZ") transfected endothelial cells (Figure 5B).
RANTES did not induce any additional increase on monocyte transendothelial migration when

HUVEC were transfected with S179A-SDC-4 (Figure 5B).

Taken together, these data confirmed the involvement of SDC-4 in RANTES-induced
monocyte transendothelial migration. Our results suggest that SDC-4 regulated monocyte
transendothelial migration in part by the interaction of its intracellular domain binding with

PIP2 or PDZ proteins.

Y731-VE-cadherin phosphorylation is regulated by SDC-4.

Transendothelial migration requires a meticulous regulation of the phosphorylation of adherens

junction proteins and in particular Y731-VE-cadherin. (Wessel et al., 2014)

To assess the role of RANTES—-SDC-4 axis in the regulation of Y731-VE-cadherin involved in
monocyte transendothelial migration, HUVEC were transfected with N3 or SDC-4 WT plasmid

and then were stimulated or not with RANTES for various time (0, 5 or 10 minutes). The
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phosphorylation of Y731-VE-cadherin in whole cell lysates was determined by Western

blotting (Figure 6).
N3 SDC4 WT
RANTES (min) 0 5 10 0 5 10
pY731 VE-cadherin ?4 i — ‘_-i 135kDa
VE-cadherin . . 135kDa

Figure 6. Tyrosine 731 VE-cadherin phosphorylation is regulated by SDC-4. HUVEC were
transfected with GFP plasmid (N3) or SDC-4 WT-GFP (SDC-4 WT) and then were stimulated by 3
nmol/L RANTES for various time (0, 5 or 10 minutes) as indicated. The phosphorylation of Y731-VE-
cadherin in whole cell lysates was determined by immunoblotting using their phospho-specific
antibodies. Total level of VE-cadherin was determined by immunoblotting.

In absence of stimulation, HUVEC transfected with N3 plasmid control presented a basal Y731-
VE-cadherin phosphorylation that increased in HUVEC overexpressing SDC-4.

After 5 min of RANTES stimulation, Y731-VE-cadherin increased in HUVEC transfected with
plasmid control or SDC-4 WT as compared to untreated cells (RANTES 0 min).

However, 10 min after RANTES/CCLS5 stimulation, Y731-VE-cadherin phosphorylation
decreased in both HUVEC transfected with N3 or SDC-4 WT (Figure 6).

Altogether, our results suggest that monocyte transendothelial migration induced by RANTES-
SDC-4 axis is mediated by transitory regulation of Y731-VE-cadherin phosphorylation. By
contrast, this VE-cadherin phosphorylation is not involved in monocyte transmigration across

HUVEC overexpressing SDC-4 in absence of RANTES stimulation.
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DISCUSSION

We have previously demonstrated the proangiogenic role of the chemokine RANTES by the
use of in vitro and in vivo experimental approaches (Suffee et al., 2012) and that SDC-4
modulates RANTES signaling through its intracellular domain and the activation of PKCa
(Maillard et al., 2014).

In vitro and in vivo studies have established that leukocyte arrest during rolling is rapidly
triggered by chemokines and is mediated by the binding of leukocyte integrins to
immunoglobulin superfamily members, such as ICAM-1 and VCAM-1 expressed by
endothelial cells. During inflammation, endothelial cells are activated by inflammatory
cytokines to express adhesion molecules and synthetize chemokines that are presented on their
luminal surface by interacting with membrane proteoglycans (Ley et al., 2007). RANTES is
one of these chemokines and it was previously published that RANTES participates to
monocyte recruitment through its receptors CCR1 and CCRS5 (Weber et al., 2001). In our static
and dynamic models, RANTES induced monocyte arrest on endothelial cells. Moreover, the
binding of RANTES to glycosaminoglycan chains and the oligomerization are a prerequisite
for its effect on monocyte recruitment. (H. MAMOUNE unpublished data)

These finding raise the hypothesis that SDC-4 is involved in RANTES signaling, leading to
monocyte recruitment by endothelial cells. For that purpose, syndecan-4 constructs were
established in order to modify the intracellular syndecan-4 domain. A Ser-to-Ala mutation in
the C1 SDC-4 intracellular domain was introduced at position 179 (S183 in rat) and has been
expected to favor PKCa activation (Horowitz and Simons, 1998b; Murakami et al., 2002). In
the second construct, the three consecutive residues Y188KK in the V domain were mutated to
LQQ. This mutant has been described to have a reduced affinity to PIP2, leading to an inhibition
of its PIP2-mediated PKCa activation. (Horowitz et al., 2002) The third construct has a deletion
of A198 that abolished PDZ-dependent binding of syndecan-4. (Horowitz et al., 2002)
Functionalization of SDC-4-GFP constructs, transfection efficiency and membrane expression
of SDC-4 wild-type (SDC4WT) and mutated in intracellular domain (S179A, L188QQ and
A198del) were previously confirmed (Maillard et al., 2014). Regarding the role of the SDC-4
constructs expressed by endothelial cells on monocyte arrest upon RANTES stimulation, our
results are quite interesting because they correlated with our previous published data concerning
the involvement of SDC-4 intracellular domain in RANTES-induced angiogenesis (Maillard et
al., 2014). Indeed, increasing wild-type SDC-4 expression at their surface largely raises the

level of monocyte arrest as compared to untransfected cells or to cells transfected with
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L188QQ-SDC-4 (PIP2") or A198del-SDC-4 (PDZ"). These data highlight that the intracellular
domain of SDC-4, expressed at the membrane of endothelial cells, is involved in monocyte
arrest on an endothelial cell monolayer.

Vascular endothelial cells are polarized according to the blood flow direction. A modification
of the flow could activate the vascular endothelial cells through their mecanosensors as the
cytoskeleton. (Seneviratne et al., 2013) SDC-4 is connected with cytoskeleton through
cytoskeleton associated proteins such as a-actinin or integrin a5B1 in focal adhesion contacts
(Greene et al., 2003; Okina et al., 2012). Moreover, SDC-4 has been described to be involved
in activation of Racl induced by FGF-2 or RANTES (Elfenbein et al., 2009; Horowitz et al.,
2002; Maillard et al., 2014) and in activation of Cdc42 induced by FGF-2 (Tkachenko, 2004).
Racl and Cdc42 are involved in lamellipodia and filopodia formation (Nobes and Hall, 1995)
and we hypothesize that Racl activation due to the SDC-4 intracellular domain induced the
formation of filopodia that may interact with monocyte and promotes monocyte arrest on
endothelial cells. Endothelial cell morphology under laminar flow indicates that overexpression
of wild-type SDC-4 in endothelial cells increased RANTES-induced filopodia formation. In
contrast, no filopodia formation was observed in LI188QQ-SDC-4 or A198del-SDC-4
transfected cells or in cells transfected with wild-type SDC-4 and stimulated with GAG-
deficient RANTES. Moreover, no filopodia formation was observed in co-transfected cells with
SDC-4 wild-type and Racl or Cdc42 dominant negative form (data not shown). These data
suggest that intracellular domain of SDC-4 mediates RANTES/CCLS5-induced filopodia
formation through GAG binding which could immobilize monocyte and explain the effect of
SDC-4 in monocyte recruitment.

Among syndecans, syndecan-1 has been demonstrated to play a role in leukocyte-
endothelial interactions. Indeed, in SDC-1 knock-out mice, the lack of syndecan-1 leads to
enhanced leukocyte-endothelial cell interactions, increased angiogenesis and increased
inflammatory responses (Gotte et al., 2005). The authors suggested that SDC-1 acts as a
negative regulator of polymorphonuclear leukocytes and monocytes adhesion to endothelial
cells. Although somewhat quite in contrast with the study mentioned above, our data highlights
the fact that SDC-4 plays a role in leukocyte-endothelial interactions, strikingly through its
intracellular domain. We hypothesize that the altered ability of SDC-4 to activate PKCa and
potentially downstream effectors such as members of the Rho family of small GTPases may
disturb the leukocyte-endothelial interaction. Moreover, it has been shown that T-cell activation

and chemotaxis induced by RANTES requires Rho GTPase activity (Clissi et al., 2000).
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We suggest that SDC-4 modulation of RANTES-induced monocyte arrest could be a
consequence of SDC-4-dependant intracellular signaling pathways. Decrease of RANTES-
induced monocyte adhesion on HUVEC deficient in PKCa, PKC8, RhoA, RhoG or Racl (H.
Mamoune et al. unpublished data) raises the hypothesis that RANTES-induced monocyte
adhesion is dependent of intracellular signaling pathways activated by SDC-4. PECAM-1 is a
mecanosensor, that induced expression of adhesion molecules such as E-selectin, I[CAM-1 or
VCAM-1. The increase of these adhesion molecules membrane expression will increase the
recruitment of circulating cells (monocytes, dendritic cells, T lymphocytes). (Seneviratne et al.,
2013) Indeed, PKCa has been shown to participate to the activation of endothelial cells by
enhancing transcription of genes encoding for adhesion molecules such as ICAM-1 or VCAM-
1. (Ishizuka et al., 1998) Cells transfected with wild-type SDC-4 showed an increase of
membrane expression of ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 and E-selectin adhesion molecule in
comparison to N3-transfected HUVEC cells. Together, our data suggest that RANTES-induced
monocyte arrest on endothelial cells is dependent on SDC-4 intracellular signaling pathway
activation and adhesion molecule membrane expression through SDC-4 intracellular domain.

Monocyte recruitment is a process with successive steps. After monocyte arrest and adhesion
on endothelium, the monocyte transmigrates across the endothelial cell monolayer to reach the
tissue. PECAM-1 and VE-cadherin are two adhesion molecules involved in the transendothelial
migration step. PECAM-1 molecules interact together between endothelial cell and monocyte
(Woodfin et al., 2007) and the phosphorylation state of VE-cadherin regulates the tight junction
opening between adjacent endothelial cells (Wessel et al., 2014). We have previously shown
that RANTES promotes leukocyte transendothelial migration through its GAG-binding motif
(H. MAMOUNE and al. unpublished data). We investigated the role of SDC-4 in monocyte
transendothelial migration using a transwell chamber model. Transfected endothelial cells with
SDC-4 wild-type increased monocyte transendothelial migration. In addition, SDC-4 inhibition

abolished RANTES-induced monocyte transendothelial migration.

The PDZ protein binding domain of SDC-4 exerts a key role in the regulation of its functions.
Thanks to PDZ proteins, SDC-4 is able to bind the PP1/2A phosphatase that dephosphorylates
S179-SDC-4 after FGF-2 or RANTES stimulation of HUVEC leading to SDC-4 activation.
(Horowitz et al., 2002; Maillard et al., 2014) The impairment of PDZ protein binding domain
of SDC-4 may prevent PP1/2A phosphatase binding, maintaining SDC-4 in a phosphorylated
state which does not allow PKCa activation in HUVEC, and therefore leads to inhibition of

monocyte arrest and adhesion on HUVEC monolayer.
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An interaction between SDC-4 and syntenin-1 in this intracellular PDZ protein binding domain
of SDC-4 negatively regulates SDC-4 function via oligomerization and/or SDC-4 interaction,
impacting cytoskeletal organization and cell migration.(Choi et al., 2016) Interestingly,
monocyte transendothelial migration is induced similarly in HUVEC transfected with either
S179A-SDC-4 or A198del-SDC-4. This result suggests that the impairment of interaction
between SDC-4 and syntenin-1 contributes to PKCa activation, as it was observed after
transfection with S179A-SDC-4 that activates constitutively PKCa (Figure 5). The mechanisms
associated with the opposite effect of RANTES leading to reduced monocyte transmigration

across HUVEC transfected with A198del-SDC-4 require further investigations.

In summary, our data demonstrate that SDC-4 is a functional co-receptor of the chemokine
RANTES and that the interaction of both partners increases monocyte recruitment. Regarding
the multiple role of RANTES in various pathologies, including cancer, viral diseases and
inflammation, deciphering the mechanism by which RANTES exerts its biological activities is
a preliminary step to develop new therapeutic strategy, for example by targeting the binding of

the chemokine to its proteoglycan co-receptor.
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II. Bilan
L'objectif de cette deuxiéme partie du projet était d'étudier l'implication du domaine
intracellulaire du SDC-4, exprimé sur la membrane plasmique des cellules endothéliales, dans
le recrutement de monocytes induit via I’effet de la chimiokine RANTES/CCLS5 exercé sur les

cellules endothéliales.

Nous avons montré en utilisant des siRNA du SDC-4 que I’arrét, ’adhérence et la migration
trans-endothéliale des monocytes induits par RANTES/CCLS5 sont dépendants du SDC-4.
L’utilisation des variants intracellulaire du SDC-4 a montré que l'interaction entre le PIP2 ou
les protéines a domaine PDZ et le domaine intracellulaire du SDC-4 favorise la migration trans-
endothéliale des monocytes, induite par RANTES/CCLS. Cependant, seule I’interaction entre
le domaine intracellulaire du SDC-4 et les protéines a domaine PDZ favorise 1’arrét et
I’adhérence des monocytes induits par RANTES/CCLS. En effet, I’inhibition de I’interaction
entre le SDC-4 et le PIP2 n’affecte ni I’arrét ni 1’adhérence des monocytes induits par
RANTES/CCLS. L’interaction entre le SDC-4 et le PIP2 est importante pour I’activation de la
PKCa. En présence du mutant S179A-SDC-4 (PKCa"), qui active d’une fagon constitutive la
PKCa, aucune variation du recrutement monocytaire n’a été observée apres la stimulation des
cellules endothéliales avec RANTES/CCLS5.

Dans cette étude, nos résultats suggerent également que la migration trans-endothéliale des
monocytes induits par I'axe RANTES-SDC-4 est médiée par la régulation transitoire de la

phosphorylation de la Y731-VE-cadhérine.

Nous avons conclu que le SDC-4 joue un role de co-récepteur fonctionnel de RANTES/CCLS
dans le recrutement monocytaire en interagissant via son domaine intracellulaire avec différents

messagers (PIP2, protéines PDZ) intracellulaires qui régulent cette activité.

Ces résultats ont fait I’objet d'une communication orale lors du séminaire des doctorants LVTS
U1148 (Hopital Bichat, 28 avril 2018). Réle du syndécane-4 dans la transmigration
monocytaire et la perméabilité endothéliale induites par RANTES/CCLS. Mamoune H.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Le recrutement des leucocytes est un processus clé pour toute réponse immunitaire. L arrét,
I’adhérence du leucocyte et sa migration a travers la barriére endothéliale constituent les trois
¢tapes majeures de ce processus. Ces étapes successives sont régulées par une action combinée
entre les cellules endothéliales et les leucocytes, en réponse a des médiateurs inflammatoires
comme les cytokines (TNFa, IL1, IL10...) et les chimiokines (RANTES/CCLS5, MCP-1/CCL2,
IL-8...). L’objectif de ce travail était d’étudier 1’effet de la chimiokine RANTES/CCLS sur les
cellules endothéliales activées avec le TNF-a afin d’induire le recrutement des monocytes.
L’intérét scientifique pour le role des cellules endothéliales dans ce processus est récent. En
effet, la majorité¢ des études antérieures publiées portent sur l'effet des chimiokines sur les

leucocytes pour induire leur recrutement.

Nos résultats montrent que le recrutement monocytaire induit par RANTES/CCLS dépend de
son oligomérisation, de son interaction avec les RCPGs (CCR1, CCRSY) et de son interaction
avec les chaines GAGs portées notamment par des protéoglycanes membranaires a chaines HS
tels que le SDC-4 exprimé entre autres a la surface des cellules endothéliales. Le domaine
intracellulaire du SDC-4 est également impliqué dans cet effet de RANTES/CCLS via ses

interactions avec le PIP2 et les protéines a domaine PDZ.

D’autre part, RANTES/CCLS régule la phosphorylation des protéines de jonctions VE-
cadhérine (Y731 et Y685) et B-caténine (Y654) en impliquant la PKCa et la PKC6. Ces deux
derniéres présentent deux fonctions opposé€es dans la migration trans-endothéliale des
monocytes. Nous avons également montré I’implication des Rho GTPase (Racl, Cdc42, RhoA)

dans le recrutement monocytaire induit par RANTES/CCLS.

Rales respectifs du TNFa et de RANTES/CCLS dans le recrutement des monocytes

Afin de valider notre modele expérimental et éviter tout artefact, nous avons étudié I’effet de
RANTES/CCLS sur les cellules endothéliales HUVECs non activées ou activées par le TNF-a
(Article 1 Figure1 p.143). Nos résultats ont montré que la stimulation des cellules
endothéliales avec RANTES/CCLS induit I’arrét, I’adhérence des monocytes et leur migration
trans-endothéliale méme en absence de 1’activation des cellules endothéliales avec le TNF-a.

Ceci prouve que RANTES/CCLS exerce un effet propre sur le recrutement des monocytes.
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Afin d’étudier le recrutement des monocytes induit par RANTES/CCLS5 en condition
inflammatoire, nous avons conservé 1’étape de 1’activation des cellules endothéliales avec le
TNF-a. Nos résultats ont montré que dans cette condition, les taux de I’arrét, I’adhérence et la
migration trans-endothéliale des monocytes augmentent d’une fagon significative par rapport
aux autres conditions (TNF-a seul ou RANTES/CCLS seul). Cependant, aucune différence
significative n’a été observée entre les cellules endothéliales activées avec le TNF-a par rapport

a celles stimulées uniquement avec RANTES/CCLS en absence de toute activation préalable.

La potentialisation du recrutement des monocytes par le TNF-a pourrait étre due a une synergie
fonctionnelle entre la chimiokine RANTES/CCLS et la ou les chimiokine (s) exprimée (s) par
les HUVECs en réponse au TNF-a telles que les chimiokines IL-8 et MCP-1/CCL2. (HILLYER
et al., 2003; Mako et al., 2010) Les HUVECs expriment I’IL-8 et le MCP-1/CCL2 en absence
d’activation des cellules endothéliales pouvant expliquer notre observation du recrutement des
monocytes en condition non traitée. En effet, I’expression de ces deux chimiokines augmente
fortement apres 1’activation des HUVECs avec le TNF-a. (HILLYER et al., 2003) Parmi ces
deux chimiokines, seul le MCP-1/CCL2 est connu pour former un hétérodimére avec
RANTES/CCLS. Hundelshausen et al. ont étudié la conséquence fonctionnelle de la formation
de cet heterodimére RANTES/MCP-1 en montrant que ce dernier potentialise 1’arrét des
monocytes sur des cellules endothéliales aortiques activées avec IL-1f par rapport a 1’effet de
RANTES/CCL5 ou MCP-1/CCL2 seul. (Hundelshausen et al., 2017) D’autre part, il a été
montré que la neutralisation de MCP-1 exprimé par les cellules mésangiales murines (péricytes
vasculaire localisées dans le glomérule), activées avec le TNF-a, abolit la migration
directionnelle des monocytes induite par MCP-1 in vitro. (Pai et al., 1996) Fait intéressant, les
deux types cellulaires, HUVEC et monocytes mono mac 6 (MM6) utilisés dans notre étude,
expriment fortement CCR2 (récepteur de MCP-1/CCL2) de maniere constitutive ; ce qui
renforce 1’hypothése que RANTES/CCLS5 pourrait agir en synergie avec MCP1/CCL2
exprimée par les HUVECs activées avec le TNF-a pour favoriser le recrutement des monocytes.
Afin d’éclaircir ce point, il sera judicieux : 1) d’évaluer le taux d’expression de MCP-1 dans
les HUVECs activées avec le TNF-a par qRTPCR, 2) de quantifier MCP-1/CCL2 dans le
surnageant cellulaire par la technique d’ELISA, 3) d’étudier ’interaction de MCP-1/CCL2 avec
CCR2 a la surface des HUVECs en absence et en présence de RANTES/CCLS5 en utilisant les

techniques de cytométrie en flux ou de résonance plasmonique de surface (SPR).
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Role des RCPG

L’interaction de la chimiokine RANTES/CCLS avec ses RCPGs joue un réle important dans
ses fonctions biologiques telles que I’angiogenese. (Suffee et al., 2012) A ce jour, les études
portant sur le recrutement des leucocytes et notamment des lymphocytes T et des monocytes
s’intéressent particulieérement a I’implication de CCR1 et de CCRS leucocytaires dans les étapes
du recrutement des leucocytes. Weber et al. ont montré que RANTES/CCLS interagit avec ces
deux RCPGs mais ces récepteurs n’agissent pas sur les mémes étapes du recrutement des
leucocytes : CCR1 induit I’arrét des leucocytes sur la barriere endothéliale alors que CCRS
induit I’adhérence et la migration trans-endothéliale. (Weber et al., 2001) Ainsi, la pré-
incubation de lymphocytes T Thi-like/CD45RO" ou de monocytes humains avec BX471, un
antagoniste de CCR1, ou avec un anticorps anti-CCR1 neutralisant réduit le taux de ’arrét des
leucocytes sur une monocouche de cellules endothéliales microvasculaires humaines activées
avec I'IL-1B et stimulées avec RANTES/CCLS5. En revanche, la pré-incubation de ces
leucocytes avec TAK-779, un antagoniste de CCRS, ou avec un anticorps anti-CCRS5
neutralisant diminue le taux de I’adhérence et de la migration trans-endothéliale. (Weber et al.,
2001; Baltus et al., 2003) Cependant, Kramp et al ont montré que les lymphocytes T murins
surexprimant CCR1 ou CCRS et stimulés avec RANTES/CCLS présentent un taux élevé d’arrét
sur une monocouche de cellules endothéliales vasculaires murines activées avec le TNF-a.
Cette expérience n’a pas confirmé les travaux de Weber et al montrant la spécialisation de
CCR1 ou de CCRS dans une phase spécifique du recrutement leucocytaire. Cela pourrait
s’expliquer par le fait que ces deux études n’ont employé ni les mémes modeles cellulaires ni
la méme méthodologie : Weber et al. ont utilisé des antagonistes de RCPGs alors que Kramp et
al. ont eu recours a des récepteurs RCPGs chimeres. (Kramp et al., 2013) Alors que ces travaux
¢valuaient I’implication , dans le recrutement leucocytaire (lymphocytes T ou monocytes), de
CCRI1 ou CCRS5 exprimés par ces leucocytes, nous nous sommes focalisées sur I’analyse de
I’implication de CCRI1 et CCRS exprimés par les cellules endothéliales stimulées par
RANTES/CCLS dans le but de déterminer: 1) s’ils jouent un réle dans le recrutement
leucocytaire (les monocytes dans nos expériences), 2) dans quelle phase (arrét, adhérence,
migration trans-endothéliale) du recrutement monocytaire ils interviennent. Nos résultats ont
montré que le traitement des cellules endothéliales avec la chimiokine RANTES/CCLS5 favorise
l'arrét et ’adhérence des monocytes en se liant aux CCR1 et CCRS5 exprimés par les HUVECs.
En revanche, la migration trans-endothéliale des monocytes induite par RANTES/CCLS
nécessite a la fois CCR1 et CCRS dans notre modele cellulaire. (Article 1 Figure 3 D, E et F
p. 146).
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Cependant, I’activité biologique de RANTES/CCLS5 dans le recrutement monocytaire ne doit
pas uniquement dépendre de ses interactions avec les RCPGs puisque nous avons montré que
I’abolition du recrutement monocytaire induit par RANTES/CCLS5 aprés neutralisation des
récepteurs CCR1 ou CCRS5 endothéliaux, par des anticorps neutralisants ou par des ARN

interférents, n’était pas complete.

Sachant que [D’activit¢ pro-inflammatoire de RANTES/CCLS5 dépend également de son
interaction avec les GAGs, nous avons émis 1’hypothése que la voie induisant le recrutement
monocytaire indépendamment de CCR1 ou CCRS est une voie couplée a 1’oligomérisation de

RANTES/CCLS et/ou de son interaction avec les GAGs.

Role de I’oligomérisation de RANTES/CCLS dans le recrutement des monocytes

Nous avons montré que la stimulation des HUVECs avec le variant dimere de RANTES/CCLS5
(E66A-RANTES), incapable de s’oligomériser, diminue d’une fagon drastique les trois étapes
du recrutement des monocytes (Article 1 Figure 3 A, B et C p. 146). Ainsi, I’oligomérisation
de RANTES/CCLS est nécessaire pour le réle de cette chimiokine dans 1’arrét, 1’adhérence et
de la migration trans-endothéliale des monocytes. Nos résultats sont en accord avec 1’étude in
vivo de Proudfoot et al. qui a montré que I’administration d’un variant monomérique de
RANTES/CCLS5 ou dimérique n’affecte pas le recrutement des leucocytes au niveau de la cavité
péritonéale chez la souris contrairement a 1’administration d’un variant tétramérique.
(Proudfoot et al., 2003) Ainsi, RANTES/CCLS a une structure quaternaire minimale requise

pour son activité in vivo.

Cependant, une étude in vitro portant sur la conséquence fonctionnelle de 1’oligomérisation de
RANTES/CCLS dans le recrutement des lymphocytes T et des monocytes par les cellules
endothéliales microvasculaires humaines activées avec de I'IL-1B a montré que
I’oligomérisation de RANTES/CCLS5 favorise uniquement 1’étape de ’arrét et qu’elle n’est
impliquée ni dans I’adhérence ni dans la migration trans-endothéliale des leucocytes. (Baltus et
al., 2003) Néanmoins, cette conclusion est basée sur 1’utilisation de systémes expérimentaux
différents des notres. L’adhérence des leucocytes a été étudiée dans un systéme acellulaire (sur
ICAM-1 purifiée immobilisée sur des billes de sépharose). En outre, I’effet de RANTES/CCLS5
ou de ses mutants a été étudié sur les leucocytes contrairement a notre modele expérimental ot
nous étudions le recrutement des leucocytes comme étant une conséquence de 1’effet de
RANTES/CCLS sur les cellules endothéliales. En ce qui concerne la migration trans-

endothéliale, les auteurs ont utilisé le systeme standard de co-culture en chambre de Boyden
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(Transwell). Au cours de cette étude, les auteurs ont placé RANTES/CCLS ou I'un de ses
mutants incapables de s’oligomériser dans la chambre inférieure ce qui permet d’étudier
uniquement leur pouvoir chimiotactique mais ne prend pas en compte la liaison des chimiokines

sur les GAGs a la surface des cellules endothéliales. (Baltus et al., 2003)

Ainsi, le recrutement leucocytaire par la barriere endothéliale dépend de I’interaction des
RCPGs avec RANTES/CCLS et de I’interaction des GAGs avec RANTES/CCLS5 sous forme
d’oligomere. Cependant, I’oligomérisation de RANTES/CCLS n’est pas requise pour sa liaison
avec les récepteurs RCPG comme I’indiquent plusieurs études in vitro. (Kramp et al., 2013;
Proudfoot et al., 2003) L’oligomérisation est nécessaire pour 1’interaction aux chaines GAGs.
(Shaw et al., 2004, Hoogewerf et al., 1997) En effet, il a ét¢ montré, dans une étude in vitro,
que le variant monomérique de RANTES/CCLS5, Nme 7T-RANTES, est incapable d’interagir
avec les GAGs. (Hoogewerfet al., 1997) 1l conserve en revanche sa liaison avec CCR1 et CCRS5
exprimés a la surface des cellules épithéliales in vitro mais n’induit pas le recrutement
leucocytaire in vivo au niveau de la cavité péritonéale chez la souris. (Proudfoot et al., 2003)
Ainsi, I’oligomérisation de RANTES/CCLS et sa liaison aux chaines GAGs sont couplés d’un
point de vue fonctionnel. ( Shaw et al., 2004, Hoogewerf et al., 1997, Proudfoot et al., 2003,
Wang et al., 2013)

Role de interaction entre RANTES/CCLS et les GAGs

Nous avons étudié le role de I’interaction de RANTES/CCLS avec les chaines GAGs avec deux
méthodologies différentes : I’une utilisant un mutant de RANTES/CCLS5, le 3Ala-RANTES
incapable d’interagir avec les GAGs, pour stimuler les HUVECs activées par le TNF-a, 1’autre
méthodologie consistant a prétraiter le méme modele cellulaire avec un mélange d’enzymes
bactériennes (Heparinase I, Heparinase III et chondroitinase ABC) qui clivent les chaines

GAGs exprimés a la surface des HUVECs.

Le mutant 3Ala-RANTES a été obtenu par mutagenéese dirigée ou par synthése organique en
substituant sur le motif BBXB (**RKNR*") de RANTES/CCLS3, motif d’acides aminés basiques
jouant un role majeur dans I’interaction de RANTES/CCLS avec les GAGs, des résidus acides
aminés neutres générant un variant “**AANA*-RANTES (3Ala-RANTES). (Proudfoot et al.,
2001; Martin et al., 2001) Ce mutant perd 80 % de son affinité pour les GAGs et interagit 80
fois moins avec le récepteur CCR1 par rapport a RANTES natif. (Proudfoot et al., 2001)

Apres avoir montré que le mutant 3Ala-RANTES interagit moins que RANTES/CCLS natif

avec la surface des HUVECs (Article 1 Figure 2 p. 145), nous avons mis en évidence que la
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stimulation des HUVECs avec le variant 3Ala-RANTES (au lieu de RANTES/CCLS natif)
diminue drastiquement 1’arrét, I’adhérence et la migration trans-endothéliale des monocytes.
(Article 1 Figure 3 A, B et C p. 146) De plus, 'utilisation du mélange enzymatique clivant les
chaines des GAGs a la surface des cellules endothéliales abolit I’effet de RANTES/CCLS dans
le recrutement monocytaire (Article 1 Figure 3 A, B et C p. 146).

Ces expériences ont confirmé que 1’interaction de RANTES/CCLS avec les GAGs a la surface
des cellules endothéliales est primordiale dans le recrutement monocytaire. En effet, ces
résultats sont en accord avec plusieurs études in vitro et in vivo montrant que le mutant 3Ala-
RANTES, avec son incapacité d’interagir avec les GAGs, a un effet inhibiteur du recrutement
des leucocytes et par conséquent les auteurs de plusieurs études le considerent comme étant
anti-inflammatoire. (Braunersreuther et al., 2010, Johnson et al., 2004, Baltus et al., 2003;
Proudfoot et al., 2003, Nellen et al., 2012)

Un résultat intéressant montre que le variant 3Ala-RANTES abolit le recrutement monocytaire
par les cellules endothéliales activées par le TNF-a. Selon Johnson et al., RANTES/CCLS et le
mutant 3Ala-RANTES sont capables de former un hétéro-complexe pouvant rendre
RANTES/CCLS inactif. En effet, ces auteurs ont montré que le recrutement des leucocytes sur
les vaisseaux mésentériques de rat se fait comme attendu en présence de RANTES/CCLS5 mais
ne se produit pas lorsque, les souris ont regu au préalable une injection intra-péritonéale de
3Ala-RANTES. (Johnson et al. 2004) Nous émettons 1’hypotheése que 3Ala-RANTES pourrait,
de la méme maniére, former des hétérodiméres avec d’autres chimiokines dont les chimiokines
exprimées par les HUVECs aprés leur activation avec le TNF-a telles que le MCP-1 ou I’IL-8
comme suggéré précédemment. A ce jour il a été uniquement montré que 3Ala-RANTES,
contrairement 2 RANTES natif, est incapable de former un hétérocomplexe avec CXCLA4.
(Hundelshausen et al., 2017) Cependant, les interactions de ce variant avec les autres

chimiokines n’ont jamais été étudiées, cela nécessite des études plus approfondies.

Pour comprendre au mieux cet effet inhibiteur de 3Ala-RANTES en absence de RANTES natif,
il semble donc nécessaire d’étudier 1’interaction entre 3Ala-RANTES et le MCP-1 ou I'IL-8,
les deux chimiokines qui peuvent étre exprimés par les HUVECs en réponse de TNF-a et
d’étudier ensuite la conséquence fonctionnelle des hétérodimeres formés dans le recrutement
des monocytes. Il sera intéressant de vérifier la capacité inhibitrice de 3Ala-RANTES dans
notre systeéme de recrutement monocytaire en incubant les cellules endothéliales avec

RANTES/CCLS5 et son variant simultanément.
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Le fait que ’activité biologique de RANTES/CCLS dans le recrutement des monocytes dépend
a la fois de son oligomérisation, de son interaction avec les RCPG (CCR1 et CCRS5) et avec les
GAGs, nous avons suggéré que CCR1, CCRS et les GAGs travaillent en concert. Nos résultats
appuient cette hypothese (Article 1 Figure 3 G, H et I p. 146). Ainsi, la neutralisation de CCR1
et de CCRS et le clivage des GAGs, exprimés par les cellules endothéliales, abolissent le
recrutement des monocytes induit par I’effet de RANTES/CCLS exercé sur les cellules

endothéliales.

RANTES/CCLS interagit avec son co-récepteur protéoglycanique : le SDC-4 exprimé a la
surface des cellules endothéliales y compris les HUVECs. (Suffee et al., 2012; Maillard et al.,
2014) Nous avons suggéré que le recrutement des monocytes induit par RANTES/CCL5
pourrait étre en partie dépendant du SDC-4. Pour aller loin, les cellules endothéliales ont été
transfectées avec un plasmide codant pour le SDC-4 sauvage avant leur activation par le TNF-o
et leur stimulation avec RANTES/CCLS. Nos résultats ont montré que la surexpression du
SDC-4 dans les cellules endothéliales accroit le recrutement des monocytes induit par
RANTES/CCLS5 (Article 2 Figure 1, 3, 5) et que I’inhibition du SDC-4 dans le méme mod¢le
cellulaire par ARN interférent abolit 1’effet de RANTES/CCLS dans les trois étapes du
recrutement des monocytes. Nous étions surpris par le fait que 1’inhibition du SDC-4 en absence
de RANTES/CCL5 diminue faiblement le recrutement des monocytes par rapport a
I’augmentation importante du recrutement monocytaire observée apres la surexpression du
SDC-4 dans les cellules endothéliales. Cela peut étre expliqué par la différence de I’efficacité
de transfection (plasmide versus siRNA). En effet, nous avons compté 30 % de cellules
transfectées avec le plasmide codant pour le SDC-4 et seulement 10 % de cellules endothéliales
transfectées avec le siRNA ciblant le SDC-4. Dans la continuité de ce travail, il serait judicieux
de valider nos résultats en utilisant une transfection cellulaire de fagon stable a 1’aide d’un

lentivirus.

Mécanisme moléculaire du recrutement des monocytes : une vue d’ensemble

Le recrutement des monocytes par I’endothélium vasculaire via RANTES/CCLS pourrait
dépendre de plusieurs événements moléculaires affectant les cellules endothéliales telles que la
régulation de I’expression des molécules d’adhérences (ICAM-1, VCAM-1, PCAM-1, E-
sélectine), la modulation de 1’état de phosphorylation des protéines de jonctions endothéliales
(VE-cadhérine, [-caténine) probablement par 1’induction des voies de signalisation

intracellulaire (PKCs, Rho GTPases). (Vestweber, 2015, Ley et al., 2007)
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a- Molécules d’adhérence

L’endothélium activé, par des médiateurs inflammatoires tels que le TNF-a, exprime a sa
surface luminale des molécules d’adhérence telles que ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine.
(Vestweber, 2015; Ley et al., 2007; Sawa et al., 2007; Zhang and Issekutz, 2002; Mako et al.,
2010)

Au cours de notre travail, nous avons montré que RANTES/CCL5 ne modifie 1'expression
d’aucune de ces molécules d'adhérence sur les cellules HUVECs activées par le TNF-o.
(Article 1 Figure 4 p.149). L'absence d'effet de RANTES/CCLS5 sur la régulation de
l'expression de molécules d'adhérence induite sur les cellules endothéliales a été confirmée en
utilisant des cellules transfectées par le SDC-4. Apres transfection, l'expression des quatre
molécules d'adhérence VCAM-1, ICAM-1, PCAM-1 et E-sélectine augmentent ; 1'ajout de
RANTES ne modifie pas I'expression membranaire de ces molécules (Article 2 Figure 4

p. 149).

Cela peut étre expliqué par le fait que la durée de stimulation des HUVECs avec
RANTES/CCLS5 de 2 heures n’est pas suffisante pour induire 1’expression protéique
membranaire de [ICAM-1, de VCAM-1 ni d’E-sélectine. En effet, plusieurs études in vitro ont
montré que I’expression de la E-sélectine s’effectue en moyenne apres 3 heures de traitement
de différents types de cellules endothéliales notamment les HUVECs avec des cytokines pro-
inflammatoire (TNF-a ou IL-1p), ’expression membranaire de VCAM-1 a lieu apres 4 heures
et celle de ICAM-1 apres 6 heures de stimulation dans ce méme modele. (HILLYER et al., 2003,
Scholz et al., 1996) De plus, la durée de traitement cellulaire la plus courante dans I’étude des
molécules d’adhérence est de 24 heures. (HILLYER et al., 2003; Zhang and Issekutz, 2002;
Sawa et al., 2007; Oynebrdten et al., 2015, van Buul et al., 2010; Mako et al., 2010)

Ainsi, I’augmentation de la durée de stimulation des cellules endothéliales pourrait augmenter
I’expression des molécules d’adhérence. Cependant, cela ne répond pas a notre problématique
portant sur le mécanisme du recrutement monocytaire induit par la stimulation des HUVECS
avec RANTES/CCLS pendant 2 heures. 11 est clair que cet effet de RANTES/CCLS5 dans notre
modele expérimental n’est pas dépendant de 1’augmentation de I’expression membranaire des
molécules d’adhérence. Pour favoriser le recrutement des monocytes, RANTES/CCLS5 pourrait
agir sur un événement plus rapide (de 1’ordre de quelques minutes) par rapport a I’expression

protéique tel que la redistribution des molécules d’adhérence au niveau de la membrane
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plasmique des cellules endothéliales. De plus, il a ét¢ montré que les molécules d’adhérence
principalement ICAM-1 et VCAM-1 exprimées a la surface de la membrane plasmique des
cellules endothéliales HUVEC activées avec le TNF-a forment des plates-formes d’adhérence
(endothelial adhesive platform, EAD) a la surface des cellules endothéliales pour interagir avec
les leucocytes ; ce groupement de molécules d’adhérence se fait d’une maniére indépendante
de leur interaction avec les intégrines leucocytaires. (van Buul et al., 2010; Barreiro et al.,
2004) Récemment, Van Buul et al. ont montré que ce regroupement de ICAM-1 et VCAM-1
au niveau des sites de contact entre cellule endothéliale et leucocyte est également indépendant
de TNF-a. (van Buul et al., 2010) Dans le but d’aller plus loin, une expérience
d’immunofluorescence pourrait étre envisageable pour étudier le changement de distribution
membranaire des molécules d’adhérence exprimées par les HUVECs aprés une courte

stimulation avec RANTES/CCLS.

D’autre part, il a ét¢ montré que les cellules endothéliales EAhy926 confluentes présentent un
complexe ICAM-1/SHP-2/VE-cadhérine/B-caténine alors que les cellules non confluentes, ne
formant pas une monocouche cellulaire, présentent un taux tres faible de ce complexe.(Yan et
al., 2017) La formation de ce complexe pourrait ne pas étre favorable au recrutement
leucocytaire. La phosphorylation du résidu tyrosine 518 au niveau du domaine intracellulaire
de ICAM-1 joue un rdle important dans I’interaction entre ICAM-1 et la VE-cadhérine et par
conséquent dans le recrutement des leucocytes. (Yan et al., 2017) 11 serait intéressant d’étudier
la régulation de I’état de phosphorylation du résidu Y518-ICAM-1 induite par RANTES/CCLS

dans la continuité de notre étude de recrutement des monocytes.

b- La régulation de I’état de phosphorylation de VE-cadhérine et B-caténine induite
par RANTES/CCLS

Nous avons montré que RANTES/CCLS augmente la phosphorylation de la B-caténine sur son
résidu Y654 et la VE-cadhérine sur son résidu Y685 mais diminue la phosphorylation de Y731
de la VE-cadhérine dans les cellules endothéliales (Article 1 Figure 7 p. 154).

La VE-cadhérine et la B-caténine sont deux molécules d’adhérence exprimées par les cellules
endothéliales au niveau des jonctions adhérentes entre deux cellules endothéliales adjacentes.
(Dejana et al., 2009; Dejana and Orsenigo, 2013; Komarova et al., 2017) L’état de
phosphorylation des protéines de jonctions adhérentes notamment la VE-cadhérine et ses
partenaires tels que la B-caténine joue un role majeur dans la régulation de la migration trans-

endothéliale. Plusieurs sites de phosphorylation ont été identifiés in vitro et in vivo. Nos
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résultats sont en accord avec la littérature montrant que la migration trans-endothéliale des
leucocytes dépend de la phosphorylation de Y654 sur la B-caténine et de la phosphorylation de
Y731, Y685 ou Y658 sur la VE-cadhérine (Wessel et al., 2014, Potter et al., 2005; Allingham
et al., 2007) Bien que la combinaison de la phosphorylation des différents résidus tyrosines de
la VE-cadhérine pertinents pour la régulation des jonctions endothéliales au cours du
recrutement leucocytaire soit encore 1’objet de controverses, 1'implication du résidu Y731-VE-
cadhérine dans la migration trans-endothéliale des leucocytes n'a jamais été remise en question.
Les résultats obtenus in vitro ont été renforcés par une étude faite chez des souris exprimant les
mutants Y685F- ou Y731F-VE-cadhérine. Ces deux mutants n’étant pas phosphorylables ont
permis de prouver que la migration trans-endothéliale des leucocytes nécessite la
déphosphorylation de la Y731-VE-cadhérine afin de maintenir son taux de phosphorylation
basale et que I’augmentation de la phosphorylation de la Y685-VE-cadhérine est indispensable

pour la perméabilité vasculaire. (Wessel et al., 2014)

De plus, l'adhérence des leucocytes a l'endothélium vasculaire déstabilise les jonctions
adhérentes, essentiellement le complexe VE-cadhérine-B-caténine, par la phosphorylation de
ces deux protéines. (Shaw et al., 2001; Del Maschio et al., 1996, Wessel et al., 2014) Dans
notre étude, nous montrons que RANTES/CCLS5 agit au niveau des cellules endothéliales au
cours de la migration trans-endothéliale des monocytes, en régulant 1’état de phosphorylation
de leurs jonctions adhérentes. Il sera intéressant dans la continuité de ce travail d’étudier la
migration trans-endothéliale des monocytes induite par RANTES/CCLS a travers des cellules
endothéliales transfectées avec des mutants phospho-mimétiques ou des mutants non
phosphorylables des résidus Y654-3-caténine et des résidus Y685- et Y731-VE-cadhérine pour
vérifier le role direct de I’état de phosphorylation de ces tyrosines dans le recrutement

monocytaire induit par RANTES/CCLS.

Pour résumer, le recrutement des monocytes et notamment leur migration trans-endothéliale a
travers une monocouche de cellules HUVECs stimulées avec RANTES/CCLS, semble étre
dépendant de la phosphorylation de la Y685-VE-cadhérine et de la Y654-3-caténine ainsi que
de la déphosphorylation de la Y731-VE-cadhérine.

L'action de RANTES/CCLS5 étant liée au SDC-4 dans différents processus physiologiques
comme la migration ou I’invasion cellulaire dans un contexte angiogénique. (Maillard et al.,
2014) Nous avons évalué¢ la phosphorylation de ces différents sites aprés transfection des

cellules endothéliales avec le SDC-4 sauvage.
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D’une facon surprenante et inattendue, la surexpression du SDC-4 en absence de
RANTES/CCLS5 augmente la phosphorylation de la Y731-VE-cadhérine au lieu de la diminuer
comme le fait RANTES/CCLS5 (Article 2 Figure 6 p. 199). Cette augmentation n'a pas de
conséquences sur la migration trans-endothéliale comme on aurait pu le penser puisque en
présence de cellules endothéliales HUVECs transfectées avec le plasmide SDC-4 sauvage la
migration trans-endothéliale des monocytes augmente de 50% par rapport aux cellules
transfectées avec le plasmide controle en absence de RANTES/CCLS (Article 2 Figure 5
p. 197). Par conséquent, nous montrons clairement avec notre systétme que la migration des
monocytes a travers la monocouche de cellules endothéliales surexprimant le SDC-4 ne dépend
pas de la déphosphorylation de la Y731-VE-cadhérine. Nous avons montré que le SDC-4 induit
une augmentation de I’expression de PECAM-1. Or, PECAM-1 se trouve dans des vésicules
du compartiment de recyclage des bords latéraux (LBRC), il existe un trafic constitutif de
PECAM-1 entre LBRC et les jonctions inter-endothéliales. Ainsi PECAM-1 est recruté a la fois
au niveau des sites paracellulaires et transcellulaires. (Mamdouh et al., 2003; 2008) PECAM-1
est un agent clé¢ de la migration trans-endothéliale des leucocytes médiée par les LBRC. Ce
compartiment ne contient pas de la VE-cadhérine. (Muller 2013, 2016) En effet, il a ét€ montré
en utilisant une protéine de fusion VE-cadhérine-GFP qu’elle peut étre déplacée physiquement
des jonctions pour former un espace transitoire permettant le passage des leucocytes entre deux

cellules endothéliales. (Shaw et al., 2001)

Nous pouvons suggérer que RANTES/CCLS5 augmente la migration trans-endothéliale via une
voie paracellulaire en modulant I'intégrit¢ du complexe jonctionnel endothélial alors que le
SDC-4 qui agirait via PECAM-1, augmentant la migration trans-endothéliale des leucocytes
par une voie paracellulaire médiée par les LBRC. Cependant, méme si notre systéme
expérimental ne permet pas de le confirmer, la migration trans-endothéliale par voie

transcellulaire n’est pas exclue. (Mamdouh et al., 2009)

Dans les cellules endothéliales stimulées par RANTES/CCLS ; ce qui active la PKCa, nous
observons une augmentation de la phosphorylation de la Y654-B-caténine, une augmentation
de la phosphorylation de la Y685-VE-cadhérine et une diminution de la phosphorylation de la
Y731-VE-cadhérine par rapport aux cellules non stimulées (Article 1 Figure 7 p. 154). Le
résidu tyrosine 685 phosphorylée de la VE-cadhérine et le résidu tyrosine 731 déphosphorylée
de cette méme molécule refletent un état d’ouverture des jonctions inter-endothéliales
permettant le passage de leucocytes entre deux cellules endothéliales adjacentes. (Sidibé and

Imhof, 2014)
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c- Place de la PKCa et la PKCo dans le recrutement monocytaire

Il est admis que les PKCs jouent un réle important dans la régulation des fonctions de la barriére
endothéliale et par conséquent dans le recrutement des leucocytes. Parmi les isoformes de
PKCs, la PKCa et la PKCd sont largement ¢tudiées dans la migration trans-endothéliale et la
perméabilité¢ endothéliale. (Sandoval et al., 2001, Harrington et al., 2005; Ahn et al., 2015;
Aveleira et al., 2010; Romanova et al., 1998) L'activation des PKCs peut dépendre de leur
translocation du cytoplasme vers la membrane plasmique. (Denning, 2012, Denys et al., 2005,
Zeng et al., 2012) Par conséquent, nous avons évalué la translocation de la PKCa et de la PKCH

dans les cellules HUVECs soumises a RANTES/CCLS.

Dans un premier temps, notre équipe de recherche a montré que la stimulation des cellules
HUVECs avec RANTES/CCLYS induit la translocation membranaire de la PKCa. (Maillard et
al., 2014) De plus, I'utilisation de son inhibiteur pharmacologique, G66976, nous a permis de
mettre en évidence que l'activation de la PKCa endothéliale permet le bon déroulement des
trois étapes du recrutement des monocytes induites par RANTES/CCLS y compris la migration
trans-endothéliale des monocytes (Article 1 FigureS p.150). Cependant, 1’activation
constitutive de la PKCa dans des cellules endothéliales (obtenue par transfection d'un mutant
SDC-4) stimulées par RANTES/CCLS n'entraine pas une augmentation du recrutement des
monocytes par rapport a 1’activation constitutive de PKCa en absence de RANTES/CCLS
(Article 2 Figures 1, 3 et 5). Ainsi, le recrutement monocytaire peut se faire indépendamment
de RANTES/CCLS5 : dans ces cellules, en absence de RANTES/CCLS5 I'activation de la PKCa
étant d¢ja optimale, son activation induite par RANTES/CCLS5 n’a aucun effet. Cette hypothese
a été confirmée par des résultats antérieurs obtenus dans notre équipe de recherche, montrant
que dans les cellules endothéliales transfectées avec le variant S179A-SDC-4 entrainant une
activation constitutive de la PKCa, la translocation membranaire de la PKCa est identique que
les cellules soient ou non stimulées par RANTES/CCLS. De plus, 1'utilisation de ce mutant
souligne I'implication potentielle du domaine intracellulaire du SDC-4 dans la régulation de la

PKCa.

Nous avons confirmé ce point en montrant que la PKCa peut stimuler I’arrét et 1’adhérence des
monocytes de maniére dépendante du PIP2 recruté au niveau de la région V du domaine
intracellulaire du SDC-4 des cellules endothéliales HUVECs activées avec le TNF-a et non
stimulées par RANTES/CCLS5 (Article 2). Un mécanisme d’activation de la PKCa par le
domaine PIP2 du SDC-4 que nous nommerons SDC-4/PIP2, a été proposé, dans un autre

modele cellulaire que les cellules endothéliales, par Horowitz et al. Apres avoir traité des

221



fibroblastes murins avec le FGF2, les auteurs ont montré que I’interaction de ce dernier avec le
SDC-4 induit la déphosphorylation de la S183-SDC-4 (S179 chez I’Homme). Les phosphatases
impliquées dans la régulation de 1’état de phosphorylation de cette sérine sont PP1 ou PP2A,
lesquelles peuvent étre activées par le FGF2. Ces phosphatases interagiraient indirectement
avec le domaine intracellulaire du SDC-4 via une protéine adaptatrice a domaine PDZ non
identifiée a ce jour. La déphosphorylation du SDC-4 induit son activation et entraine un
changement de conformation du motif Y188KK dans la région V du SDC-4 ce qui augmente
son affinité¢ pour le PIP2. L’interaction entre le SDC-4 et le PIP2 favorise I’oligomérisation du

SDC-4 et induit I’activation de la PKCa. (Horowitz and Simons, 1998, Horowitz et al., 2002)

La PKCa peut également interagir d’une facon directe avec la région V du SDC-4 via son

domaine catalytique. (Oh et al. 1998, 1997a; 1997b; Lim et al. 2003)

Nous avons étudié le rdle des interactions du domaine intracellulaire du SDC-4 avec PIP2 ou
les protéines a domaines PDZ dans le recrutement leucocytaire induit par RANTES/CCLS.
Nous avons observé qu’en absence de RANTES/CCLS, la transfection des cellules
endothéliales avec le plasmide codant pour le SDC-4 sauvage ou le mutant S179A-SDC-4 qui
active d’une facon constitutive la PKCa, augmente l’arrét (Article 2 Figure 1 p. 190),
I’adhérence (Article 2 Figure 3 p. 193) et la migration trans-endothéliale (Article 2 Figure 5
p-197) des monocytes. Cependant, D’utilisation des mutants SDC-4/PIP2”-, incapable
d’interagir avec le PIP2, ou le mutant SDC-4/PDZ”", incapable d’interagir avec les protéines a
domaine PDZ, diminue I’arrét et ’adhérence des monocytes. Ces résultats confirment que le
recrutement monocytaire peut se dérouler indépendamment de la chimiokine RANTES/CCL5
sur les cellules endothéliales activées avec le TNF-a en utilisant un axe dépendant du complexe

PKCo/SDC-4/PIP2.

Cependant, selon nos travaux, l’interaction entre le PIP2 et le SDC-4, en présence de
RANTES/CCLS, n’affecte ni I’arrét ni I’adhérence des monocytes alors que nous avons montré
I’implication de la PKCa dans ces deux effets biologiques dans les cellules endothéliales
exprimant le SDC-4 endogene, activées avec le TNF-a et stimulées par RANTES/CCLS5
(Article 1 Figure 5 p. 150). Ainsi, I’activité de la PKCa endothéliale impliquée dans 1’arrét et
I’adhérence des monocytes, serait indépendante de I’interaction SDC4/PIP2 et donc
indépendante de la régulation de I’état de phosphorylation du résidu S179 du SDC-4. Cela

suggere qu’il existe d’autre (s) voie (s) d’activation de la PKCa.
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Des expériences préliminaires réalisées au sein de notre laboratoire dont les résultats ne sont
pas publiés suggerent que la translocation membranaire de la PKCa dépend également de CCR1
ou CCRS. En effet, par microscopie confocale, nous avons mis en évidence dans des cellules
endothéliales exprimant le SDC4 endogéne ou surexprimant le SDC-4 exogene, que 1’inhibition
des RCPGs par ARN interférent réduit la translocation membranaire de la PKCa induite par
RANTES/CCLS.

Ce résultat est en accord avec différentes études montrant que les RCPGs activés par leur ligand
activent la PLC qui hydrolyse le PIP2 en IP3 et DAG conduisant a la libération du Ca?* a partir
des réserves du réticulum endoplasmique activant ainsi la PKCa. (Patel et al., 2013)
RANTES/CCL5 en interagissant avec ses RCPGs est capable de mobiliser le Ca*"
intracellulaire. (Ignatov et al., 2006, Kramp et al., 2013)

Cependant, tandis que la voie d’activation classique de la PKCa est dépendante du Ca?*, une
voie indépendante du calcium mérite d’étre envisagée, comme cela a été suggéré par différents
auteurs dans d’autres types cellulaires. (Horowitz et al., 2002; Murakami et al., 2002; Horowitz

and Simons, 1998)

Pour ensuite connaitre le role de ’interaction entre les protéines a domaine PDZ et le motif
EFYA du domaine intracellulaire du SDC-4 dans le recrutement des monocytes induit par
RANTES/CCLS, nous avons évalué le recrutement monocytaire induit par 1’axe RANTES-
SDC-4 en inhibant cette interaction en utilisant le mutant SDC-4/PDZ”~. Alors que nous
observons un recrutement leucocytaire par les cellules endothéliales transfectées par un
plasmide codant le SDC-4 sauvage, en présence du mutant SDC-4/PDZ” ce sont toutes les
phases : arrét, adhérence et migration trans-endothéliale, induits par RANTES/CCLS, qui sont

abolies.

Il est a noter qu’en absence de RANTES/CCLS, I’inhibition de I’interaction entre le SDC-4 et
les protéines a domaine PDZ ne bloque pas la migration trans-endothéliale mais au contraire
I’augmente ; cette migration trans-endothéliale équivaut a la migration trans-endothéliale
observée apres activation constitutive de la PKCa en I’absence de RANTES/CCLS5 (Article 2
Figure 5 p. 197).

Deux hypotheses peuvent étre formulées pour expliquer I’augmentation accrue de la migration

trans-endothéliale des monocytes dans cette condition :
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1) L’interaction du domaine intracellulaire du SDC-4 avec une protéine PDZ inhibe le
recrutement monocytaire dépendant de la PKCa. Par conséquent 1’inhibition de 1’interaction
entre le SDC-4 et cette protéine PDZ pourrait induire une activation optimale de la PKCa. La
synténine est une des protéines PDZ interagissant avec le SDC-4. (Grootjans et al., 2000;
Zimmermann et al., 2001, Choi et al., 2016) En effet, il a ét€ montré que la transfection d’un
plasmide codant pour la synténine dans des fibroblastes embryonnaires de rats non stimulés,
inhibe ’interaction du SDC-4 avec la PKCa de maniére compétitive et diminue la formation
des contacts focaux. Ainsi la synténine inhibe la signalisation du SDC-4. (Choi et al. 2016)
L’inhibition de la fonction du SDC-4 par la synténine a été également observée dans un contexte
tumoral. In vitro aprés transfection de mélanocytes épidermiques humains et de cellules de
mélanomes avec deux plasmides codant pour le SDC-4 et/ou la synténine -1, le SDC-4 seul (en
absence de la synténine) réduit la migration cellulaire dans les deux types cellulaires alors que
la co-transfection SDC-4/synténine-1 I’augmente. Dans la méme étude, !’injection
intraveineuse des cellules cancéreuses du mélanome murin B16F10 exprimant d’une maniére
stable le SDC-4 ou le SDC-4 et la synténine-1 a montré que le SDC-4 réduit les métastases
pulmonaires induites par la migration des cellules cancéreuses injectées vers la surface
pulmonaire alors que I’injection des B16F10 exprimant la synténine-1 en plus du SDC-4
augmente le potentiel métastasique chez ces souris. Ainsi la synténine-1 inhibe la fonction du
SDC-4. (Choi et al., 2016) L’inhibition de Dl’interaction entre la synténine et le SDC-4
favoriserait la voie de signalisation de la PKCo dépendante du SDC-4 et entrainant une

augmentation de la migration trans-endothéliale.

Néanmoins, cette interaction du SDC-4 avec la synténine est sujette a controverse. Il a été
montré que la phosphorylation du domaine intracellulaire du SDC-4 sur la S183 (S179 chez
I’Homme) induit un changement de conformation qui entraine la dissociation de la synténine
du domaine C2 du SDC-4. (Koo et al., 2006) D’autres études ont montré que la synténine peut
interagir avec le SDC-4 en absence de stimulation. (Choi et al., 2016) Or, le SDC-4, en absence
de stimulation, est censé étre phosphorylé sur la S183. L’étude de I’interaction entre le SDC-4
et la synténine en présence et en absence de RANTES/CCLS semble nécessaire pour éclaircir

ce point.

2) L’activation de la PKCa se fait indépendamment de la déphosphorylation de la S179 du
SDC-4. En effet, les cellules portant le SDC-4/PDZ” expriment la PKCo de maniére
constitutive a la membrane et donc une PKCa active constitutivement ; cependant son niveau

d’expression est inférieur chez le mutant SDC4/PDZ" par rapport au SDC-4 sauvage aprés
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stimulation avec RANTES/CCLS. (Maillard et al. 2014) Cette différence peut provenir d’une
différence de 1’état de phosphorylation du mutant SDC-4/ PDZ"" par rapport au SDC-4 sauvage.

Dans un second temps, nous avons montré que RANTES/CCLS5 induit également la
translocation membranaire de la PKCS. Dans le méme modéle cellulaire, la PKCo favorise
'adhérence des monocytes sur les cellules HUVECs stimulées par RANTES/CCLS mais inhibe
leur migration trans-endothéliale (Article 1 Figure S p. 150). Ce résultat est en accord avec
Mondrinos et al. montrant in vitro que les cellules endothéliales microvasculaires pulmonaires
humaines traitées avec un inhibiteur de la PKCo présentent une diminution de la migration
trans-endothéliale des neutrophiles induite par IL-1p ou par la N-Formylméthionyl-leucyl-
phénylalanine (fMLP). Cependant, cette inhibition de la PKCS n’a pas d’effet sur la migration
trans-endothéliale des neutrophiles induite par IL-8. (Mondrinos et al., 2014) La fonction de la
PKCd semble dépendre du stimulus.

La PKCd bloquerait la migration trans-endothéliale via 1’augmentation de 1’expression de
molécules d’adhérence sur les cellules endothéliales. Cette hypothése est renforcée par 1’étude
de Woo et al. qui lors de I’inhibition de la PKCo avec la Rottlerine ou par des oligonucléotides
antisens, ont mis en évidence une inhibition de l'expression de VCAM-1 dans les cellules A549
de 1'épithélium pulmonaire humain activées par le TNF-a et par conséquent une réduction de
I’adhérence des neutrophiles. (Woo et al., 2005) Ainsi, en augmentant les propriétés adhésives
des cellules endothéliales, la PKCo bloque la migration trans-endothéliale des monocytes car
ces derniers sont trop fortement liés a la barriére endothéliale. De nombreuses études in vitro
soutiennent le fait que le role protecteur de la barriere endothéliale, vis-a-vis des médiateurs
inflammatoires, est médiée par la PKCd dans différents types cellulaires comme les HUVECs
et les cellules endothéliales microvasculaires humaine ou murine activées avec le TNF-a, I’IL-
1B, la thrombine ou le LPS. (Harrington et al., 2003, 2005, Carpenter et Alexander, 2008; Ahn
etal.,, 2015) De plus, Ahn et al. ont également montré in vivo que les souris dont le gene PKCo
a ¢t¢ invalidé présentent un taux réduit du recrutement de neutrophiles au niveau des Iésions

pulmonaires induit par le LPS. (4hn et al., 2015)

Cependant, ’activation de la PKCS dans des cellules endothéliales humaines du poumon
traitées avec la thrombine diminue leur résistance électrique trans-endothéliale, reflétant ainsi
la perte de I’intégrité de la barriere endothéliale. Dans la méme étude, la réduction du taux de
la PKC) par un ARN interférent dans le méme modele cellulaire diminue la perméabilité

endothéliale in vitro. (Xie et al., 2016)
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Nous avons montré que la PKCo régule négativement la migration trans-endothéliale des
monocytes (Article 1 Figure 5 p. 150) via une régulation inverse de la phosphorylation de la
VE-cadhérine et de la B-caténine par rapport a celle effectuée par la PKCa (Article 1 Figure 7
p- 154). Nous avons également montré que la PKCo diminue la phosphorylation du résidu
Y 685-VE-cadhérine et du résidu Y654-B-caténine alors qu'elle augmente la phosphorylation de
la Y731-VE-cadhérine.

Par conséquent, nos résultats montrent pour la premiére fois que les PKCa et PKCS
endothéliales jouent un rdle inverse dans la migration trans-endothéliale induite par
RANTES/CCLS5 qui semble étre dépendante de la régulation de la phosphorylation des
protéines de jonctions adhérentes étudiées : la VE-cadhérine et la B-caténine. Nous avons

suggéré qu’il existe une boucle de régulation entre ces deux PKCs (Figure 45).

| Monocyte transmigration
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Figure 45. Balance entre PKCa et PKCo dans la migration trans-endothéliale induite par
RANTES/CCLS. Dans les cellules endothéliales stimulées par RANTES/CCLS la PKCa et la PKCo
sont activées. La PKCa induit de la phosphorylation de la Y654-B-caténine, une augmentation de la
phosphorylation de la Y685-VE-cadhérine et une diminution de la phosphorylation de la Y731-VE-
cadhérine et in fine induit la migration trans-endothéliale. La PKCd a un réle opposé a celui de la PKCa
dans la phosphorylation et dans la migration trans-endothéliale.

Pour déterminer le lien entre les deux PKCs, nous avons évalué la conséquence de 1’inhibition

de la PKCa ou de la PKC9 sur ’activation de chacune de ces deux PKCs.

L'inhibition de la PKC6 n’a pas d’effet sur I’activation de la PKCa alors que 1’inhibition de la

PKCa aboutit a une forte translocation de la PKC du cytosol vers la membrane plasmique dans
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les cellules endothéliales ni activées avec le TNF-a ni stimulées avec RANTES/CCLS. Ceci
suggere que la PKCa inhibe 1'activation de la PKCS. Ces résultats sont en accord avec une étude
antérieure qui a montré que la transfection des cellules du cancer du sein MCF-7 avec un
plasmide codant pour la PKCa augmente son activation mais diminue I’expression et

I’activation de la PKCd. (Ways et al., 1995)

En revanche, nos résultats sont en contradiction avec 1’étude in vitro de Murakami et al. qui
montre que c’est la PKCd qui régule de fagon négative 1’activation de la PKCa dépendante du
SDC-4. Dans cette étude, la PKCd réduit I’activation de la PKCa induite par I’axe SDC-4-FGF2
dans les cellules endothéliales murine Rat Fat Pad Endothelial Cell (RFPEC) caractérisée par
un glycocalyx robuste (Murakami et al., 2002, Bass and Humphries, 2002) Le renforcement du
glycocalyx c'est-a-dire ’ensemble de protéoglycanes, des glycolipides et glycoprotéines
pourrait dans cette lignée cellulaire influencer cette régulation entre la PKCa et PKCS mais
cette hypothese reste a valider. Afin de comprendre au mieux cette balance entre la PKCa et la
PKC9, il est nécessaire de valider ces résultats obtenus par I’utilisation des inhibiteurs
pharmacologiques avec des ARN interférents ou des dominants négatifs ciblant la PKCa ou la

PKCs.

Ainsi, nous avons montré que la PKC9 et la PKCa ne régulent pas l'intégrité de la barriére
endothéliale de la méme maniere. Cette activité de la PKCo6 qui favorise la fonction de la
barriere endothéliale et par conséquent inhibe le recrutement des leucocytes et cette activité
opposée de la PKCa qui augmente la migration trans-endothéliale des leucocytes a été retrouvée
dans différents types de cellules endothéliales notamment les HUVECs et les cellules
endothéliales microvasculaires humaines ou murines. (Sandoval et al., 2001; St Amant et al.,

2012; Harrington et al., 2003)

Par ailleurs, dans notre modele expérimental in vitro, nous avons montré que la migration trans-
endothéliale des monocytes peut étre régulée par une balance de I’activité de voies de
signalisation dont dépendent la PKCa et la PKC6 en présence de RANTES/CCLS. Sachant que
I’activation de la PKCa induite par I’interaction du FGF2 avec le SDC-4 induit en aval de la
voie de signalisation 1’activation des Rho GTPases, notamment, RhoG et Racl, dans un
contexte angiogénique, nous avons vérifié I’'implication des Rho GTPases dans le recrutement

monocytaire. (Elfenbein et al., 2009)
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d- Role des Rho GTPases

Afin de vérifier 'implication des RhoGTPases dans notre modéle expérimental (cellules
HUVECs activées par le TNF-o stimulées ou non avec RANTES/CCLS5) d’interaction
monocytaire avec les cellules endothéliales, nous avons transfecté les cellules HUVECs avec
soit un plasmide codant uniquement pour le SDC-4 sauvage soit avec des plasmides codant le
SDC-4 sauvage et le dominant négatif de Racl (SDC4-Racl”) ou de Cdc42 (SDC4-Cdc42).
L’activation de Racl dans les cellules HUVECs activées par le TNF-a a déja été démontrée.

(Marinkovic¢ et al., 2014, 2015)

D’une fagon trés intéressante, sous flux laminaire, nous avons observé des changements
morphologiques seulement sur les cellules endothéliales transfectées par uniquement le SDC-4
sauvage ; des protubérances membranaires sous forme de filopodes sont visibles a la surface de
ces cellules. Nous avons remarqué que dans les cellules endothéliales ces protubérances ne se
forment pas aprés la co-transfection du plasmide codant pour le SDC-4 sauvage avec le
dominant négatif de Racl ou de Cdc42 (Article 2-résultats non montrés). Cette observation
suggere que le SDC-4 induit le recrutement des monocytes par la formation des filopodes
endothéliaux médi¢ par Racl et/ou Cdc42. Ces filopodes captureraient les monocytes et
pourraient servir comme des structures d’ancrage afin d’augmenter leur adhérence sur
I’endothélium. Cette hypotheése portant sur la formation, sur les cellules endothéliales, de
structures d’ancrage permettant de recruter les leucocytes circulants a été largement discutée et
acceptée dans la littérature ; elle a ét€ confirmée tout récemment par les travaux de Kroon et al.
qui ont montré, en microscopie confocale, des filopodes formés par les HUVECs, activées avec

le TNF-a, qui entourent les neutrophiles adhérents. (Kroon et al., 2018)

Cependant, le role de la Rho GTPase Racl dans la fonction endothéliale apparait trés
contradictoire. D'une part, il a ét¢ montré que Racl favoriserait et améliorerait I'intégrité de la
barriere endothéliale, et par conséquent régulerait de facon négative la migration trans-
endothéliale des leucocytes et la perméabilité vasculaire. (Birukova et al., 2007; Duluc and
Wojciak-Stothard, 2014, Tian et al., 2015) il a été montré que Racl induirait la perméabilité
vasculaire et la migration trans-endothéliale leucocytaire au détriment de I’intégrité¢ de

I’endothélium. (Cain et al., 2010, Gavard and Gutkind, 2006)

Nous avons également observé cette divergence de Racl qui, dans notre modele expérimental,
dépend de la stimulation des cellules endothéliales avec RANTES/CCLS. Les cellules

endothéliales ont été prétraitées avec NSC, inhibiteur pharmacologique de Racl ou trasfectées

228



avec le plasmide dominant négatif de Racl (DN-Racl), activées avec le TNF-a et stimulées ou
non avec RANTES/CCLS. En absence de RANTES, la voie de signalisation de Racl
endothéliale inhibe la migration trans-endothéliale des monocytes a travers les cellules
endothéliales (prétraitées avec I’inhibiteur NSC ou transfectées avec le DN-Racl) activées avec
le TNF-a. Cependant, en présence de RANTES/CCLS, cette voie permet d’induire la migration
trans-endothéliale des monocytes a travers le méme modele de cellules endothéliales activées
par le TNF-o. Ce résultat suggere que la migration trans-endothéliale des monocytes,

dépendante de RANTES/CCLYS, est induite par la voie Racl.

Ainsi, le processus d’activation de Racl dans les cellules HUVECs semble un point clef dans
’orientation du role que jouera Racl dans le recrutement leucocytaire. En effet, il a été¢ montré
in vitro dans les cellules endothéliales HUVECs stimulées avec le VEGF que la voie de
signalisation Racl joue un réle majeur dans 1’endocytose de la VE-cadhérine dépendante de la
B-arrestine favorisant la perméabilité endothéliale. (Gavard and Gutkind, 2006) D’autre part,
’activation de Racl endothéliale par I’interaction de VCAM-1 avec les intégrines leucocytaires
active la NADPH oxydase et produit des especes réactives de 1’oxygene, qui peuvent contribuer
a la phosphorylation de plusieurs résidus tyrosines du complexe VE-cadhérine/caténines
notamment les résidus Y654-B-caténine, Y658- et Y731-VE-cadhérine, aboutissant a une
désorganisation des jonctions adhérentes.(van Wetering et al., 2003; Wetering et al., 2002;
Cook-Mills et al., 2004, Buul et al., 2005, Monaghan-Benson and Burridge, 2009) Pour aller
plus loin, il pourrait étre intéressant de comparer, dans notre modele expérimental en présence
ou en I’absence de VCAM-1, la production des espéces réactives de 1I’oxygene et la place de la

NADPH oxydase comme décrit par Taishan Hu et al.(Hu et al., 2005)

Nos résultats obtenus apres l'inhibition de Cdc42 avec le MLI141, un inhibiteur
pharmacologique de Cdc42, ont également mis en évidence que le Cdc42, tout comme Racl,
joue un role divergent dans la migration trans-endothéliale des monocytes dépendant de la
stimulation de RANTES/CCLS. En présence de RANTES/CCLS, le prétraitement des cellules
endothéliales avec I’inhibiteur de Cdc42 inhibe la migration trans-endothéliale. A I’inverse, en
absence de RANTES/CCLS, I’inhibition de Cdc42 favorise la migration endothéliale a travers
les cellules endothéliales activées par le TNF-a. La spécificité de I’inhibiteur pharmacologique
de Cdc42 pouvant €tre remise en question, nous avons validé ces résultats en transfectant les
cellules endothéliales avec un dominant négatif de Cdc42 (Article 1 Figure S2-résultat
supplémentaire p. 171). Nos résultats confirment les connaissances précédentes ; le Cdc42

inhibe la migration trans-endothéliale induite par RANTES/CCLS. (Broman et al., 2006;
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Kouklis et al., 2003;2004, Spindler et al., 2010) En effet, il a toujours ét¢ admis que le Cdc42
est une Rho GTPase protectrice maintenant la barriére endothéliale intacte, induisant sa stabilité
et la restauration des jonctions inter-cellulaires. (Broman et al., 2006, Kouklis et al., 2003;
Kouklis et al. 2004; Spindler et al., 2010) Les récents travaux de Kroon et al. montrant que
I’activation du Cdc42, dépendante de ICAM-1, induit le recrutement des leucocytes par la
formation de filopodes qui capturent les leucocytes et soutiennent la migration trans-
endothéliale, mettent en avant I’importance du signal extracellulaire et des molécules

membranaires transmettant le signal dans la cellule endothéliale. (Kroon et al., 2018)

Ainsi Cdc42 et Racl ont des fonctions opposées dans le recrutement monocytaire induit par
RANTES/CCLS5. Les signaux en amont ou les interactions que pourront avoir ces Rho GTPases
apres leur recrutement vont orienter 1’information qu’ils vont transmettre en aval. Nous avons
vu qu’elle pouvait étre la réponse de ces deux Rho GTPases aprés une stimulation des cellules
endothéliales avec RANTES/CCLS ; il serait intéressant d’aller plus loin et d’évaluer
I’implication du SDC-4 et les interactions de SDC-4 et les Rho GTPases dans ce contexte. Nous
savons que dans les cellules endothéliales murines, 1’axe SDC-4-FGF2 induit I’activation du
Cdc42 (Tkachenko et al. 2004) L’interaction du SDC-4 avec le FGF2 ou avec RANTES/CCLS
dans les cellules endothéliales microvasculaires pulmonaires murines ou HUVECs

respectivement active Racl. (Elfenbein et al., 2009; Maillard et al., 2014)

Nous avons ensuite évalué I’implication de la voie Rho GTPase, RhoA, en utilisant soit un
inhibiteur bactérien ciblant RhoA, RhoB et RhoC (la C3 exoenzyme transférase) ou des cellules
endothéliales transfectées avec un dominant négatif de RhoA. Dans les deux cas le blocage de
RhoA inhibe la migration trans-endothéliale des monocytes induite par RANTES/CCLS. Ces
observations sont cohérentes avec plusieurs études antérieures et en accord avec le fait que
l'activation de RhoA est requise pour l'adhérence des leucocytes et la migration trans-
endothéliale des leucocytes. (Saito et al., 2002, Strey Anke et al., 2002, Mikelis et al., 2015;
Heemskerk et al., 2016, Wojciak-Stothard et al.,1999)

Ainsi, notre travail a bien montré une implication des trois GTPases Racl, Cdc42 et RhoA dans
le recrutement monocytaire induit par RANTES/CCLS5. Ces Rho GTPases ont un rdle bien

spécifique dépendant des stimulations cellulaires.

Nous pouvons cependant noter que des études ont montré que le regroupement d’ ICAM-1 et de

VCAM-1 induit I’activation des Rho GTPase et la formation des filopodes. L’ensemble forme
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des structures annulaires d’ancrage pour les monocytes a la surface des cellules endothéliales.

(Barreiro et al., 2004; Shaw et al., 2004, Barreiro et al., 2002)

Récemment, il a été également montré que la formation des structures d’ancrage a la surface
des cellules endothéliales a pour but de limiter la perméabilité (fuite) vasculaire durant la
migration trans-endothéliale dans les cellules HUVECs. (Heemskerk et al., 2016, Phillipson et
al., 2008; Zeng M. et al., 2002) Nous nous sommes intéressés a la perméabilité vasculaire

induite par RANTES/CCLS dans le méme modele cellulaire.

Perméabilité vasculaire et migration trans-endothéliale.

Nous avons étudié la perméabilité vasculaire d'une part, in vitro en utilisant un test de
perméabilité au Dextran-FITC et la migration trans-endothéliale d'autre part a travers les
cellules endothéliales activées avec le TNF-a et stimulées avec RANTES/CCLS. Selon nos
résultats, la perméabilité vasculaire est également augmentée en réponse a RANTES/CCLS. La
perméabilité vasculaire induite par RANTES/CCLS5 dépend de son oligomérisation et de son
interaction a la fois avec ses récepteurs, CCR1 et CCRS5, et avec les chaines GAGs (Article 1
résultats complémentaires Figure C1 (p. 173) et C2 (p. 175)). Il nous faudra vérifier que la
migration trans-endothéliale des leucocytes est associée a une perméabilité vasculaire minimale
comme décrit dans la littérature. (Heemskerk et al., 2016, Phillipson et al., 2008; M. Zeng et
al., 2002)

Par conséquent, pour compléter notre travail et vérifier qu'il existe bien une association entre la
permeabilité vasculaire et la migration trans-endothéliale, nous envisageons d’incuber les
cellules endothéliales avec les monocytes et/ou le Dextran-FITC et de mesurer en parallele la
perméabilité vasculaire et la migration trans-endothéliale des monocytes. Il sera judicieux de
vérifier 1’étanchéité de la monocouche de cellules endothéliale en mesurant la résistance

électrique trans-endothéliale au préalable.

Bien que I’'inflammation implique a la fois une augmentation de la migration trans-endothéliale
et de la perméabilité vasculaire notamment dans les veinules post-capillaires, il est probable
que ces deux phénomeénes ne soient pas directement liés, qu'ils soient bien distincts. Certes, ces
deux processus impliquent des voies de signalisation intracellulaire similaires telles que les Rho
GTPases et la src kinase qui phosphorylent la VE-cadhérine permettant 1’ouverture ou la
fermeture des jonctions inter-endothéliales. (Rho et al., 2017; Komarova et al., 2017, Claesson-
Welsh, 2015) Lorsque la perméabilité¢ vasculaire a été mesurée simultanément avec les

interactions leucocytes-cellules endothéliales, les sites de perméabilité vasculaire locaux étaient
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distincts de ceux de 1'adhérence ou de la migration trans-endothéliale des leucocytes. (Baluk et
al., 1998) De plus, il a été¢ montré in vivo que le moment de I’adhérence et de la migration trans-
endothéliale des leucocytes n’était pas corrélé avec le changement de perméabilité vasculaire
chez la souris dans un mod¢le d’inflammation aigué. (Kim et al., 2009) Ainsi, la différence clé
entre ces deux processus est une différence spatio-temporelle des signaux produits dans les
cellules endothéliales. Afin de comprendre le mécanisme moléculaire précis de la perméabilité
vasculaire induite par RANTES/CCLS, il serait intéressant de pouvoir évaluer, sur I'ensemble
de la surface cellulaire, en continu les événements moléculaires marqueurs des différentes
étapes du recrutement leucocytaire. Il faut cependant se rappeler, que RANTES/CCLYS interagit
avec de nombreux récepteurs et co-récepteurs membranaires et par conséquent, transmet de
multiples signaux intracellulaires. Pourquoi tous ces signaux sont-ils nécessaires ? Une
meilleure connaissance de l'orientation de RANTES/CCLS5 vers tel ou tel récepteur/co-
récepteur et des interactions entre différentes voies de signalisation issues des interactions entre

RANTES/CCLS et ses récepteurs/co-récepteurs permettrait de répondre a cette question.

Interaction de RANTES/CCLS avec les co-récepteurs SDC-1 et CD44

La chimiokine RANTES/CCLS interagit, comme nous l'avons vu avec le SDC-4 mais
¢galement avec le SDC-1 et le CD44. Ces trois protéoglycanes sont exprimés a la membrane
des HUVECs. De précédentes publications de notre équipe de recherche montrent que
RANTES peut induire différents effets biologiques en interagissant avec ces co-récepteurs
notamment lors de la migration et I’'invasion de cellules humaines endothéliales ou d’hépatome.
Cependant, I’ensemble de ces résultats montrent que 1’effet de SDC-1 et de CD44 dans les effets
induits par RANTES/CCLS est minoritaire par rapport a celui du SDC-4. (Suffee et al., 2012;
Charni et al., 2009)

Le SDC-1 entraine une diminution de l'interaction entre leucocytes et cellules endothéliales
diminuant ainsi la réponse inflammatoire. En effet, les souris dont le géne SDC-1 a été invalidé
présentent des interactions entre cellules leucocytaires et cellules endothéliales plus fréquentes,
une augmentation du recrutement leucocytaire en réponse au TNF-a dans le systeme vasculaire
oculaire. (Gotte et al., 2002) 11 a largement ét¢ démontré dans différents contextes
inflammatoires que le SDC-1 agit comme un régulateur négatif de 1’adhérence leucocytaire sur

les cellules endothéliales. (Gdtte et al., 2005, 2002; Zhang et al., 2013)

Le CD44, quant a lui, induit le recrutement des leucocytes in vitro apres son interaction avec

son ligand, I’acide hyaluronique (HA). Cela a été confirmé in vivo, les souris dont le gene CD44
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a ¢t¢ invalidé présentent un faible taux de recrutement leucocytaire notamment dans les
articulations synoviales. (McDonald and Kubes, 2015; Khan et al., 2004) De plus, les
articulations synoviales des patients atteints de polyarthrite rhumatoide contiennent des

quantités considérables de CD44 ainsi que du ligand HA. (Naor et Nedvetzki, 2003)

Dans la continuité de ce projet, il sera intéressant d’étudier la conséquence fonctionnelle de
I’interaction entre RANTES/CCLS et ses co-récepteurs CD44 et SDC-1 par rapport a son
interaction avec le SDC-4. Pour cela, les cellules endothéliales seront prétraitées avec des
anticorps neutralisants anti-CD44, anti-SDC-1 ou anti-SDC-4, afin de vérifier si ces interactions
ont un impact sur le recrutement monocytaire induit par 1’axe RANTES-SDC-4 dans un

contexte inflammatoire et dans le méme modéle cellulaire.

Au regard des nombreux éveénements moléculaires capables de réguler (positivement ou
négativement) le recrutement leucocytaire, des résultats contradictoires obtenus en fonction des
modeles in vitro ou in vivo utilisés, il sera important dans la suite des travaux de faire le choix
d'un contexte inflammatoire précis afin de poursuivre nos études dans ce modele in vitro, puis
de développer un modele in vivo pour mimer davantage les processus se déroulant dans un

organisme entier.

Choix des modeles expérimentaux in vitro et in vivo

L’ensemble de nos expériences a été réalisé in vitro en utilisant les HUVECs, un modele fiable
et largement utilis¢ dans 1’étude des processus physiologiques et pathologiques du systéme
vasculaire. (Jiménez et al., 2013) Cependant, le systeéme vasculaire est constitué non seulement
des veines qui sont chargées de ramener le sang chargé en CO des organes vers le cceur mais
aussi des artéres dont la fonction est de conduire le sang riche en oxygeéne du cceur vers les
différents organes. A cela s’ajoutent les capillaires qui résident a I'intérieur des organes ot sont
présentes €galement des fonctions endothéliales microvasculaires spécifiques a I'organe comme
le maintien d'une barriére hémato-encéphalique dans le cerveau, la clairance des cellules
endothéliales sinusoidales dans le foie et la filtration du sang par le segment vasculaire
glomérulaire. Les cellules endothéliales dans ces différents vaisseaux sanguins dans les
différents organes sont exposées a des micro-environnements différents ce qui génere une

hétérogénéité fonctionnelle. (4ird, 2012)

Par conséquent, le choix du type des cellules endothéliales pour étudier le recrutement des
leucocytes doit se faire en fonction du contexte général voire de la pathologie étudiée. Par

exemple, afin d’étudier le recrutement monocytaire associ¢é a la phase précoce de
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I’athérosclérose, une pathologie des artéres, il serait souhaitable d’utiliser les cellules
endothéliales aortiques humaines (HAEC), les cellules endothéliales de 1’artére coronaire

humaine (HCAEC)...

Malgré les nombreux modeles in vitro et in silico permettant d'étudier le recrutement
leucocytaire, il n'existe a I'heure actuelle aucune autre stratégie, que l'utilisation de mode¢les
animaux pour évaluer les mécanismes de l'inflammation tenant compte de 1l'ensemble des
mécanismes physiologiques et physiopathologiques, et plus particulie¢rement d'évaluer le
mécanisme d'action et l'efficacité¢ de nouvelles thérapies sur ce processus. (Tang et al., 2007;

Sperandio et al. 2006, Muller and Luscinskas, 2008)

Afin d’¢tudier le role de I’axe RANTES-SDC-4 dans le recrutement monocytaire nous
pourrions générer un modele d’inflammation sous-cutanée induite par 1’implantation d’une
éponge de polyester-polyuréthane chez la souris dont le gene SDC-4 a été¢ invalidé et

d’administrer RANTES/CCLS localement d’une fagcon dose et temps dépendants.
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CONCLUSION GENERALE

Cette thése montre que la chimiokine RANTES/CCLS induit le recrutement monocytaire en
augmentant la capacité des cellules endothéliales a interagir avec les monocytes via 1’activation
de voies de signalisation intra-endothéliale telle les voies Rho GTPases et PKCs (a et )
dépendantes. L'activit¢ de RANTES/CCLS passe également par la phosphorylation de la Y685-
VE-cadhérine, de la Y654-B-caténine et de la déphosphorylation de la Y731-VE-cadhérine, qui
in fine permet aux monocytes de migrer a travers les cellules endothéliales de 1’endothélium.
La phosphorylation de ces résidus de la VE-cadhérine et de la B-caténine est régulée
méticuleusement par les deux isoformes PKCa et la PKCd. La PKCa, a I’inverse de la PKC9,
induit la phophosphorylation de la Y685-VE-cadhérine et de la Y-654-B-caténine mais diminue
la déphosphorylation de Y731-VE-cadhérine. La PKCa et la PKCd jouent un role opposé dans
la migration trans-endothéliale des monocytes : la premicre induit ce processus alors que la

deuxiéme 1’inhibe.

L’effet de RANTES/CCLS5 sur les cellules endothéliales permettant le recrutement des
monocytes dépend de son oligomérisation et de sa liaison avec CCR1, CCRS5 et les chaines

GAGs, qui pourraient notamment étre celles portées par le SDC-4.

Cette étude fondamentale a permis de faire la lumiére sur I'implication des cellules endothéliales
et leur réponse a différents stimuli pour réguler le recrutement leucocytaire. Nous retenons que
les RCPGs (CCRI1, CCRS) et les chaines GAGs agissent en synergie pour transmettre les
signaux induits par la liaison de RANTES/CCLS. De ce fait, le ciblage unique d'un des RCPGs
ou le ciblage unique de I’interaction entre RANTES/ CCLS5 et les GAGs n’est pas suffisant. La
stratégie thérapeutique qui semble étre la plus prometteuse c’est 1’utilisation d’un variant de
RANTES-CCLS incapable de se fixer sur les GAGs mais qui interagit avec les RCPGs sans
pour autant les activer ; I'affinité de ce variant pour les RCPGs devant étre supérieure a celle de

RANTES/CCLS natif.

D’autre part, I'utilisation des mimétiques de GAGs est également une solution prometteuse
grace a leur pouvoir de séquestration de chimiokines solubles empéchant leur interaction avec
les GAGs membranaires et diminuant leur interaction avec les RCPGs. Ces mimétiques de

glycosaminoglycannes peuvent étre d’origine naturels et notamment purifiés a partir d’algues
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comme les fucoidanes ou les carrhagénanes ou obtenus par syntheése organique. Cependant, de
nouvelles études sont nécessaires pour déterminer le motif saccharidique précis permettant la

meilleure affinité avec RANTES/CCLS5.

Malgre leur role important, cibler des effecteurs des voies de signalisation tels que la PKCa, la
PKC5 ou les Rho GTPases s’avere délicat en raison de la redondance des voies de signalisation

intracellulaire.

En conclusion, bien que I’importance du recrutement des leucocytes, notamment des
monocytes, soit bien connue dans les conditions pathologiques ; les mécanismes précis sous-
tendant ce processus restent difficiles a élucider et méritent de plus amples investigations dans
le but de développer de nouvelles thérapies anti-inflammatoires curatives. Cependant, ce travail
expérimental et le bilan bibliographique de ce document montrent clairement que pour obtenir
une efficacité optimale, la stratégie devra étre spécifique et cibler les voies de signalisation

actives au cours du déroulement des différentes phases de I'inflammation.
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A. Modéles cellulaires

I.  Cellules endothéliales HUVECs

Les expériences ont été réalisées sur des cellules endothéliales humaines de la veine du cordon
ombilical (HUVECs CRL-1730, ATCC). Ces cellules endothéliales adhérentes ont été cultivées
dans un milieu Endothelial Cell Basal Medium 2 (ECBM 2, PromoCell, France) contenant 12%
de sérum de veau feetal (SVF), Epidermal Growth Factor (EGF, 5 ng/mL), hydrocortisone (0.2
ug/mL), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF, 0.5 ng/mL), basic Fibroblast Growth
Factor (bFGF, 10 ng/mL), Insulin like Growth Factor-1 (IGF-1, 20 ng/mL), I’acide ascorbique
(1 pg/mL), ’héparine (22.5 pg/mL) et 1% pénicilline-streptomycine (Invitrogen).

Lorsque les cellules sont confluentes (soit environ deux fois par semaine) les cellules sont
trypsinées puis réensemencées a 10° cellules/mL sous une hotte a flux laminaire vertical. Les

cellules sont cultivées dans un incubateur a 37°C, sous une atmosphere contrdlée a 5% de CO?2.

II. Monocytes Mono Mac 6

La lignée de cellules Mono Mac 6 (MM6), un don du Pr H-W. Loms Ziegler-Heitbrock
(Institute for Immunology, University of Munich, Germany), est cultivée a 37°C, 5 % CO2 dans
du milieu RPMI 1640 (ATCC) enrichi de 10 % de SVF, 1 % de Penicilline- streptomycine et
0.1% d’insuline bovine. Le passage des cellules se fait sous hotte a flux laminaire vertical ou
les monocytes sont ensemencés a 2.5 10° cellules/mL et cultivées dans un incubateur a 37°C,

sous une atmosphére controlée a 5% de CO2.
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B. Matériels

I. Cytokines et chimiokines
Dans I'ensemble des expériences les cellules HUVECs ont tout d'abord été activées avec le

TNF-a (1 ng/mL, Life Technologies, France) pendant 16 h a 37°C.

Puis, les HUVECsSs ont été stimulées ou non avec 3 nmol/L de RANTES natif ou I'un des mutants
: 3A1a-RANTES (**AANA*"), mutant incapable de se fixer sur les GAGs, ou E66A-RANTES,
mutant dimére incapable de s’oligomériser en polymére, (un don de L. Martin, CEA-iBiTec-S,
Institut de biologie et de technologies de Saclay) pendant 2 h ou en temps différé (5 minutes,

10 min ou 30 min) a 37°C.

Dans les expériences d’étude de la migration trans-endothéliale des monocytes, la protéine
recombinante MCP-1 (3 nmol/L, R & D Systems Villejust, France).) a été utilisée et placée

dans la partie inférieure de la chambre de Boyden (Transwell).
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II. Anticorps

Différents anticorps ont été utilisés dans les différentes expériences de ce projet.

488

Isotypes
Cible Clone Concentration Fournisseur
Isotype Souris IgG1 1 pg/mL BD Biosciences Pharmigen
Isotype Souris [gG2a 1 pg/mL ou 10 | BD Biosciences Pharmigen
ug/mL
Isotype Lapin IgG 1 pg/mL R&D Systems
Anticorps primaires
ICAM-1 mAb Souris IgG1, 1 pg/mL Millipore
clone P2A4
VCAM-1 mADb Souris IgGl1, 1 pg/mL Santa Cruz
clone M/K-2
E-sélectine mAD Souris [gG2a, 1 ug/mL Santa Cruz
clone CTB202
PECAM-1 mADb Souris IgGl, 1 pg/mL Santa Cruz
clone JC70
RANTES Lapin IgG 4 pug/mL Peprotech,
SDC-4 mAb Souris IgG2a, 10 pg/mL Santa Cruz
clone 5G9
Anticorps secondaire
Lapin IgG chévre-Alexa Fluor 10 pg/mL Invitrogen
647
Rat IgG Chevre-Alexa Fluor 10 pg/mL Invitrogen
488
Souris IgG Chevre-Alexa Fluor 10 pg/mL Invitrogen
647
Souris IgG Chevre-Alexa Fluor 10 pg/mL Invitrogen

Tableau 2. Les anticorps et isotypes utilisés pour la cytométrie en flux

mADb : anticorps monoclonal (monoclonal antibody), pAb : anticorps polyclonal (polyclonal antibody).
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Isotypes

Cible Clone Concentration Fournisseur
Isotype Souris IgG2b 0.5 pg/mL BD Biosciences Pharmigen
Isotype Lapin IgG 0.50u 1 pg/mL R&D Systems
Isotype Souris IgG1 0.50ul pg/mL | BD Biosciences Pharmigen
Isotype Souris [gG2a 1 pg/mL BD Biosciences Pharmigen

Anticorps primaires

PKCa mAb Souris [gG2b, 0.5 pg/mL BD Biosciences Pharmigen

clone 3/PKCa

PKCd Lapin IgG, clone 0.5 pg/mL Santa Cruz

C17
VE- cadhérine pAb Lapin IgG 1 pg/mL Abcam
pY68S VE- cadhérine pAb Lapin-IgG 1 pg/mL Abcam
pY731-VE- cadhérine mADb Souris [gG2a 1 pg/mL Sigma
p-Caténine mAb Souris IgG1 0,5 pg/mL BD TRANSDUCTION
Laboratories
pY654 B-Caténine pAb Lapin IgG 1 pg/mL ECM bioscience
Actine pAb Lapin IgG, 1 pg/mL Santa Cruz
clone I-19-R
Tubuline mAb Souris IgG1, 0,5pug/mL Sigma
clone B512
Intégrine p1 pAb Souris IgG1, 1 pg/mL Santa Cruz
clone N-20
Anticorps secondaire
Souris IgG Ane-HRP 0.16 pg/mL Jackson ImmunoResearch
Lapin IgG Ane-HRP 0.16 pg/mL Jackson ImmunoResearch
Chévre IgG Ane-HRP 0.2 ug/mL Santa Cruz

Tableau 3. Les anticorps et les isotypes utilisés en Western Blot

mADb : anticorps monoclonal (monoclonal antibody), pAb : anticorps polyclonal (polyclonal antibody).
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III. Outils moléculaires d’inhibition
Les HUVECs ont été¢ pré-incubées avec des inhibiteurs pharmacologiques, des enzymes
bactériennes ou transfectées avec des ARN interférents (siRNA) afin de cibler différentes

protéines d’intérét.

Inhibiteurs et activateur pharmacologiques
Nom Cible Concentration Fournisseur
G06976 PKCo/B1 1 uM Sigma-Aldrich
Rottlerine PKC5b 1 uM Sigma-Aldrich
NSC Racl 1 uM Calbiochem
ML141 Cdc42 10 uM Calbiochem
PMA Activateur des PKC 0.5 uM Sigma-Aldrich
Enzymes
Nom Cible Concentration Fournisseur
C3 exoenzyme RhoA 10 ng/mL Sigma-Aldrich
transferase
Héparitinase 1 Chaines HS 20 mU/mL Sigma-Aldrich
Héparitinase I11 Chaines HS 10 mU/mL Sigma-Aldrich
Chondroitinase ABC Chaines CS 33 mU/mL Sigma-Aldrich
siRNA
Nom Cible Concentration Fournisseur
siRNA SDC-4 ARNm SDC-4 300 nM Eurogentec
siRNA CCR1 ARNm CCR1 100 nM Eurogentec
siRNA CCRS5 ARNm CCR5 100 nM Eurogentec
siRNA Scramble siRNA control 100 nM Eurogentec

Tableau 4. Les outils moléculaires d’inhibition et d’activation
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IV. Plasmides

Les HUVECs ont ét¢é transfectées avec différents plasmides préalablement construits au
laboratoire. (Maillard et al. 2014)

Plasmide (abréviation) Modification
N3-GFP (N3)
SDC4WT-GFP (SDC-4) GFP fusionné en C-terminal du SDC-4
SDC-4-S179A-GFP (S179A) Sérine 179 mutée en alanine. SDC-4 non
phosphorylable sur I’acide amine 179.
SDC-4-L.188QQ (L188QQ) Tyrosine 188 et lysines 189 et 190 mutées en leucine,

glutamine et glutamine. SDC-4 avec domaine de
fixation du PIP2 muté.
SDC-4-A198del-GFP (A198del) Alanine 198 délétée. SDC-4 sans domaine de fixation
des protéines a domaine PDZ.
Tableau 5. Les plasmides codant le SDC-4 ou ses mutants fusionnés avec la GFP
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C. Méthodes
I. Amplification de plasmides et extraction de I’ADN plasmidique

1. Transformation bactérienne

Les bactéries E.coli XL1- Blue Supercompetent Cells (Stratagene) ont été transformées avec
les différents plasmides codants le SDC-4 sauvage ou ses mutants (S179A, L188QQ, A198del).
Pour une adsorption du plasmide a la surface de la bactérie, les bactéries (50 uL) ont été
incubées avec l'un des plasmides (10 ng) pendant 30 minutes dans la glace. La trasnformation
bactérienne a été faite par choc thermique en incubant le mélange 45 secondes dans un bain-
marie a 42°C. Le choc thermique permet 1’ouverture de pores dans la membrane plasmique de
la bactérie et par conséquent une entrée plus importante de plasmide. Apres un passage de 5
minutes dans la glace pour fermer les pores, les bactéries ont été incubées 1 heure a 37°C dans
le milieu SOC (pour Super Optimal broth with Catabolite repression : tryptone (2%), extrait de
levure (0.5%), NaCl (10 mM), KCI (2.5 mM), MgCI2 (10 mM), MgS0O4 (10 mM), glucose (20
mM)), sous agitation (200 tour/minute). Les bactéries ont ensuite été ensemencées sur une boite
de Pétri contenant du milieu LB Agar (pour Lysogeny broth Agar : tryptone (1%), extrait de
levure (0.5%), NaCl (10 mM), agar (1.5%)) supplémenté en kanamycine (1 pg/mL)) une nuit a
37°C. Seules les bactéries transformées, contenant un plasmide codant le gene de résistance a
la kanamycine, pourront proliférer. Apres une nuit d’incubation a 37°C, les bactéries proliférent

et forment des colonies sur le milieu de croissance (LB Agar).
2. Culture bactérienne

2.1. Amplification des bactéries en petit volume (Miniculture)
Plusieurs colonies bactériennes sont récupérées et amplifiées pendant une nuit a 37°C sous
agitation (200 tour/minute) dans un tube contenant SmL du milieu de culture liquide LB Broth

Base (tryptone (1%), extrait de levure (0.5%), NaCl (10 mM)) supplémenté en kanamycine (1
pg/mL)).

Suite a une nuit de culture, les bactéries (5 mL) sont divisées en deux parties, l'une de 3 mL
utilisée, dans notre cas, pour une premiere extraction et validation de I’ADN plasmidique. Suite
a cette validation, les bactéries restantes (2 mL) sont amplifiées en maxiculture afin d’améliorer

le rendement de 1’extraction de I’ADN (augmenter la concentration de I’ADN plasmidique).
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2.2. Amplification des bactéries en grands volumes (Maxiculture)
2mL de bactéries issues de la miniculture sont ajoutés a un erlenmeyer contenant 90mL de LB

Broth Base puis incubées une nuit a 37°C sous agitation (200 tour/minute).

3. Extraction d’ADN plasmidique

L’extraction de I’ADN plasmidique a 1’aide du kit Qiagen plasmid purification (Qiagen,
France). Une résine chargée positivement (DEAE (Diethylaminoethyl)-cellulose) qui fixe
I’ADN plasmidique par le biais des interactions ioniques avec les groupements phosphates,
chargés négativement, de I’ADN. L’ADN est ensuite purifié par lavages successifs avec des

tampons de concentration croissante en NaCl.

3.1. Extraction d’ADN plasmidique en petite quantité (Miniprep)

La miniculture bactérienne est récupérée et centrifugée a 10 000 g pendant 5 minutes. Le culot
bactérien est suspendu dans un premier tampon P1 (300 puL) (Tris-Cl (50 mM) pH 8, EDTA
(10 mM), RNaseA (100 pg/mL)). Puis, les bactéries sont lysées pendant 5 minutes par 1’ajout
du P2, un deuxiéme tampon, (300 uL) (NaOH (200 mM), SDS (1%)). La lyse est neutralisée
par ’ajout de tampon P3 (300 pL) (acétate de potassium (3M) a pH 5.5) pendant 5 minutes
dans la glace. Une centrifugation a 10 000g pendant 10 minutes s’en suit afin d’éliminer les
débris. Le surnageant contenant I’ADN plasmidique est versé dans la colonne échangeuse
d’ions préalablement équilibrée avec du tampon QBT® (1 mL) (NaCl (750 mM) MOPS (50
mM), isopropanol (15%), Triton X-100 (0.15%), pH 7). L’ADN plasmidique fix¢ a la colonne
est lavé deux fois avec du tampon QC® (2 mL) (NaCl (1 M) MOPS (50 mM), isopropanol
(15%), pH 7). L’élution de I’ADN plasmidique se fait par I’ajout du tampon QF® (800 uL)
(NaCl (1.5 M), Tris-Cl (50 mM), isopropanol (15%), pH 8.5).

L’ADN plasmidique est précipité par 1’ajout d’isopropanol (560 pL) et centrifugation a 10 000
g pendant 30 minutes. Le culot d’ADN plasmidique est lavé avec de 1’éthanol (70%, 1 mL) puis
centrifugé a 10 000 g pendant 10 minutes. A la fin, le culot d’ADN plasmidique est resuspendu
dans du tampon TE (30ul) (Tris (10 mM), EDTA (1 mM), pH 8)

3.2. Extraction d’ADN plasmidique en grande quantité (Maxiprep )
L'extraction en grande quantit¢é de I'ADN plasmidique (maxiprep) (Qiagen, France) est
semblable a la miniprep (Qiagen, France) ; seuls les volumes des tampons et la durée de

centrifugation qui changent.
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Le culot bactérien est suspendu dans le tampon P1 (10 mL). La lyse des bactéries est effectuc¢e
avec le tampon P2 (10 mL) et neutralisée avec le tampon P3 (10 mL) pendant 20 minutes dans
la glace. L’ensemble est centrifugé a 10 000 g pendant 45 minutes. Les colonnes échangeuses
d’ions sont préalablement équilibrées avec du tampon QBT® (10 mL). Les deux lavages de
I’ADN plasmidique, fix¢é a la colonne, sont réalisés avec du tampon QC (30 mL) L’¢lution de
I’ADN plasmidique se fait par ’ajout du tampon QF® (15 mL). La précipitation de I’ADN
plasmidique se fait par 1’ajout d’isopropanol (10.5 pL) ensuite une centrifugation a 10 000 g
pendant 30 minutes. L’éthanol (70%, 5 mL) a été utilisé pour laver le culot d’ADN plasmidique
puis une centrifugation a 10 000 g pendant 10 minutes s’en suit. La suspension du culot d’ADN

plasmidique se fait dans du tampon TE (100 pL).

La pureté et la concentration, de I’ADN plasmidique obtenu par Miniprep et maxiprep (kit

Qiagen, France), est mesurée a I’aide du spectrophotométre NanoDrop®.

4. Digestion enzymatique et migration sur gel d’agarose

Dans le but de vérifier la qualité de I’ADN plasmidique (la taille du plasmide et la présence de
I’insert codant pour le SDC-4 ou ses mutants), une double digestion enzymatique est réalisée
en utilisant les enzymes de restriction Kpnl et EcoRI suivie d’une migration sur un gel

d’agarose 1% en présence de bromure d’éthidium (BET, un intercalant de I’ADN)).

II. Transfection cellulaire et controle de son efficacité
La transfection transitoire des HUVECsS a ¢été réalisée a 1’aide de I’¢électroporateur Nucleofector
II Devise (Lonza) et du kit Cell Line Nucleofector Kit V® (Lonza)) contenant la solution

Nucleofector V et les cuves de nucléofection.

Les HUVECs sont décollées avec un mélange trypsine/EDTA et lavées dans un tampon
phosphate salin (PBS), puis reprises a 10° cellules dans 100uL de solution Nucleofector V (dont
la composition n’est pas communiquée par le fournisseur) auxquels sont ajoutés Sug de

plasmide puis placées dans une cuve de nucléofection.

Les HUVEC:S sont transfectées en utilisant le programme « Nucleofector Program V-001» de
I'¢lectroporateur (dont les parametres ne sont pas communiqués par le fournisseur). Apres la
nucléofection, un milieu ECBM2 (500uL) complété par du SVF (12%) (ECMB-SVF) est ajouté
aux cellules directement dans la cuve de nucléofection ; elles sont incubées dans le milieu

ECMB-SVF (12%) a 37°C et 5% de CO; pendant 8h, temps nécessaire a I'adhérence cellulaire.
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Les expériences utilisant ces cellules sont réalisées entre 48h et 72h apres la nucléofection,
temps pour lequel il a été montré précédemment une surexpression membranaire du SDC-4 en

cytométrie de flux par rapport aux cellules non transfectées. (Maillard et al. 2014)

L’analyse de DI’efficacité de transfection est réalisée systématiquement pour valider chaque
expérience. L’efficacité de transfection des cellules endothéliales est analysée en utilisant la
cytométrie en flux en mesurant I’intensité de fluorescence de la GFP émise par les HUVECs

transfectées par les plasmides codant les protéines fusionnées avec la GFP. (Tableau 5 p. 272)

Les HUVEC:s transfectées sont lavées trois fois a I’aide d’une solution de PBS/BSA 0.1%, puis
fixées avec une solution de paraformaldehyde a 1% (PFA, Sigma-Aldrich Saint-Quentin
Fallavier, France) pendant 20min a 4°C a I’abri de la lumiére. Apres deux lavages au PBS/BSA
0.1%, avant d’étre récupérées par grattage dans du PBS (500uL). La solution cellules/PBS est
transvasée dans des tubes adaptés au cytométre de flux. L’analyse est réalisée en FL-1, le

cytomeétre va détecter des longueurs d’ondes correspondant a du vert (Aexcitation = 395 nm, Aémission

=498 nm).

Dans chaque expérience, nous utilisons des cellules non transfectées comme controle négatif

de transfection.

II. Etude du recrutement monocytaire

Le recrutement monocytaire (arrét, adhérence et migration trans-endothéliale) a été étudié en
utilisant des cellules endothéliales HUVECs non transfectées ou transfectées avec des ARN
interférant (ciblant SDC-4, CCR1 ou CCRY) ou transfectées avec les plasmides N3-GFP, SDC-
4-GFP ou ses mutants (S179A, L188QQ, A198del). Les protocoles utilisés pour I'analyse de
l'arrét, de 1'adhérence ou de la migration trans-endothéliales reste les mémes que les cellules

aient été ou non transfectées.

1. Arrét des monocytes sur la barriére endothéliale en condition de flux

Les cellules HUVEC (3.10°) sont ensemencées dans une chambre de culture en flux d'une surface
de croissance de 2,5 cm? (Ibidi p-slide I 0,4Luer, Biovalley, Marne la Vallée, France). Aprés 8h
d’incubation a 37°C, le milieu est changé pour éliminer les débris. Les cellules adhérentes restent

dans la chambre de culture.
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Apres 24 heures dans la chambre de culture, les HUVECs forment une monocouche cellulaire.
Les HUVECs ont ensuite ét¢ marquées avec un colorant orange physiologique du cytosol (5-
(et-6)-(((4-chlorométhyl) benzoyl) amino) tétraméthylrhodamine) (CMTMR (10 uM),
Invitrogen Life Technologies, Cergy Pontoise, France) pendant 20 min a 37°C. Aprés deux
lavages avec du milieu de culture ECBM2 basique (sans facteur de croissance et sans SVF), les
HUVEC:s sont activées avec le TNF-a (Ing/mL) pendant 16 h; puis, les cellules sont stimulées
ou non pendant 2 h avec RANTES/CCLS5 ou avec un de ses mutants 3Ala- ou E66A-RANTES
(3 nmol/L).

En parallele, des Mono Mac 6 (MM6) préalablement marqués avec le 4 ',6-diamidino-2-
phénylindole (DAPI, 1 ng/mL) (Aexcitation=310nm, Aemission=456nm, bleu) (Roth Lauterbourg,
France) ont été perfusés sous flux laminaire a 0,67 dyn/cm? a 1’aide d’une pompe péristaltique
(Miniplus 2, Gilson, Villiers-le-Bel, France) pendant 10 minutes. Les HUVECs ont ensuite été
fixées et le nombre de monocytes arrétés sur la monocouche de HUVEC:s a été quantifié sous

microscopie a fluorescence (Zeiss, AXIOPHOT).

2. Adhérence des monocytes sur la barriére endothéliale en conditions statique

Les cellules HUVECs (2.10°) ont été ensemencées dans des chambres de culture Lab-Tek™ a
huit puits pendant 24 heures. La monocouche des HUVECs a été marquée avec 10 uM de
CMTMR, un colorant physiologique du cytosol, pendant 20 min puis activée avec le TNF-a (1
ng/mL) pendant 16 h. Ensuite, les HUVECS ont été stimulées ou non avec RANTES ou un des
mutants : 3Ala- ou E66A-RANTES (3 nmol/L) pendant 2 h a 37°C.

Les monocytes MM6 pré-marqués avec le DAPI (1 ng/ml) ont été ajoutés sur la monocouche
des HUVECs. L’ensemble a été incubé pendant 30 minutes a 37°C. Les HUVECs ont ensuite
été fixées avec de la PFA 1% (Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France) a 4°C pendant
20 minutes. Le nombre de monocytes adhérés sur la monocouche des HUVECs a été quantifié

sous microscopie a fluorescence (Zeiss, AXIOPHOT).

3. Migration trans-endothéliale des monocytes en chambre de Boyden (Transwell)

Les chambres Transwell (ou chambre de Boyden) (8 um, Beckton Dickinson Le Pont de Claix,
France) ont été recouvertes avec 100 pg/mL de fibronectine (BD Biosciences Pharmingen, Le
Pont de Claix, France). Puis, les cellules HUVECs (2.10°) ont été cultivées dans la partie
supérieure de la chambre de Boyden. Apreés incubation a 37°C pendant 24 h, les HUVECs ont
¢té¢ activées avec du TNF-a (1 ng/ml) pendant 16 h et ensuite stimulées ou non avec

RANTES/CCLS ou un de ses mutants : 3Ala- ou E66A-RANTES (3 nmol/L).
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Parall¢lement, des monocytes MM6 pré-colorés avec le CPD (Cell Proliferation Dye eFluor
670, 5uM, eBioscience S.A.S, Paris, France, A excitation = 647 nm, A ¢mission = 670 nm), un colorant

fluorescent rouge, pendant 10 min a 37°C puis lavés 2 fois avec du RPMI seul.

Dans chaque chambre supérieure, les monocytes MM6 (5.10°) sont déposés sur la monocouche
d’HUVECs, tandis que la chambre inférieure contient du milieu RPMI basique sans SVF
supplémenté avec la chimiokine MCP-1 (3 nmol/L).

Les monocytes ayant migré pendant 2 h de la chambre supérieure vers la chambre inférieure en
traversant la monocouche des HUVECs ont ensuite été quantifiés en utilisant la cytométrie en
flux pour mesurer I’intensité de fluorescence en FL-4 ( Aexcitation = 647 nm, A¢mission = 670 nm,

rouge).

IV. Evaluation des mécanismes impliqués dans le recrutement monocytaire

Pour évaluer I’implication des voies de signalisations (PKCa, PKC6, Racl ou RhoA),
I’implication des chaines GAGs ou les RCPGs (CCR1, CCRS5) dans le recrutement
monocytaire (arrét, adhérence et migration trans-endothéliale) induit par RANTES ; les

HUVEC:s activées avec le TNF-a et stimulées par RANTES ont été :

e prétraitées ou non avec l'inhibiteur pharmacologique PKCa, PKCos, Racl ou RhoA
(Tableau 4 p. 271)

e pré-incubées ou non avec un mélange d'enzymes contenant de I'héparinase 1 (20mU),

de I'héparinase III (10mU) et de la chondroitinase ABC (33mU) (Tableau 4 p. 271) ;

e pré-incubées avec le controle isotype IgG2b ou les anticorps neutralisant anti- CCR1 ou
et/ou anti-CCR5 ou siRNA CCRI1 ou siRNA CCRS5 ou leur controle. (Tableau 4
p. 271).

V. La microscopie électronique a transmission

Pour I'analyse ultra-structurale des cellules endothéliales HUVECs avant et aprés la migration
trans-endothéliale des monocytes, la monocouche des cellules endothéliales HUVECs, activée
avec le TNF-a et stimulée ou non avec RANTES, de chaque condition ont été récupérées de la
chambre supérieure du Transwell puis ont été¢ immergées dans une solution de fixation de 4%
de paraformaldéhyde et de 1% de glutaraldéhyde dans du tampon phosphate 0,1 M (pH 7,2)
pendant 48 h, lavés dans du PBS, postfixés par incubation pendant 1 h avec 2% de tétroxyde

d'osmium et déshydratés une série graduée de solutions d'éthanol. Les échantillons ont été
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incorporés dans de la résine Epon, qui a été laissée a polymériser pendant 48 heures a 60 °C.
Des coupes ultrafines ont été coupées, colorées avec 2,5% d'acétate d'uranyle et 1% de citrate
de plomb, puis déposées sur des grilles de nickel formvar / recouvertes de carbone ou sur des
grilles dorées pour examen au microscope €lectronique a transmission (TEM) a 100 kV (JEOL

1011, Tokyo). Japon).
VI. Cytometrie en Flux

1. Etude de I’expression membranaire des molécules d’adhérences sur les HUVECs

L'expression membranaire de molécules d'adhérence, PECAM-1, E-sélectine, ICAM-1 et
VCAM-1, a été analysée en utilisant la cytométrie en flux sur des cellules HUVECs non
perméabilisées activées avec le TNF-a (Ing/mL) puis stimulées ou non avec RANTES
(3nmol/L). Aprées lavage des cellules avec un tampon PBS/BSA (0.1%) et leur fixation avec du
PFA (1%) pendant 30 min a température ambiante, les cellules HUVECs ont été¢ incubées
pendant 2 h a 4°C avec les anticorps suivants dont les caractéristiques sont indiquées dans le
tableau 2 (page 269) : anti-ICAM-1 humain, anti-PECAM-1 humain, anti-E-sélectine humaine
ou anti-VCAM-1 humain, dilué¢ dans du PBS/BSA (0.1%). Le marquage aspécifique de chaque

anticorps a été évalué en utilisant les isotypes des différents anticorps (Tableau 2 p. 269).

Puis, les cellules ont été incubées, pendant 30 min a température ambiante avec des anticorps
secondaires développés chez la chevre et couplé a 1’Alexa Fluor 647 (10 pg/mL) (Aexcitation =

652 nm, Aémission = 665 nm) (Invitrogen Thermo Fisher Scientific, Brébicres, France).
Les échantillons ont été analysés avec le cytométre en flux FACSCalibur®.

2. Etude de la liaison de RANTES avec les récepteurs membranaires des HUVECs

Les HUVECs ont été pré-incubées avec RANTES, 3Ala-RANTES ou E66A-RANTES (3
nmol/L) pendant 1 heure a température ambiante. Apres lavage, les cellules ont été fixées avec
1% de PFA pendant 30 min a 4°C. En outre, les HUVECs ont été incubées pendant 2 h a 4°C
avec 4 ug/mL d’anticorps polyclonal anti-RANTES ou de son isotype (4 pg/ml) (Tableau 2
p- 269) dilué dans du PBS/BSA (0.1%). Ensuite, les cellules ont été lavées et incubées avec
I’anticorps secondaire développé chez la chevre, couplé a I’ Alexa Fluor 488 (10pug/mL, Aexcitation
= 488 nm, Aemission = 507 nm Invitrogen, Brébieres, France). Les échantillons ont été analysés

avec le cytometre en flux en utilisant le FACSCalibur®.
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VIIL. Etude de la phosphorylation de la VE-cadhérine et de la B-caténine
La phosphorylation des résidus tyrosines Y685 et Y731 de la VE-cadhérine et du résidu Y654

de la B-caténine des HUVECs a été étudiée en utilisant la technique de western blot.

Les HUVECs (10°) ont été ensemencées dans une boite de culture T75 pendant 24 h et ensuite
prétraitées ou non avec un inhibiteur pharmacologique (Tableau 4 p. 271) pendant 2 h puis
stimulées avec RANTES/CCLS5 a différents temps (0, 5, 10 ou 30 min) a 37 © C. Les cellules
ont été lavées avec du PBS froid supplémenté de 1 uM d'orthovanadate (Na3VO4, Sigma-
Aldrich Saint-Quentin Fallavier, France) puis récupérées, en grattant le tapis cellulaire avec un

grattoir adapté.

Aprés une centrifugation de Smin a 10 000g, les protéines ont été extraites des cellules
HUVEC:s par I’ajout de 50 pL de tampon de lyse (Tris (20 mM), NaCl (150 mM), NP40 (1%),
PMSF (10 mM), Aprotinine (20 pg/mL), lodoacetamide (5 mM), Ophenanthroline (25 mM),
Orthovanadate (1 mM), pH 8) aux culots cellulaires.

Les lysats ont été obtenus par centrifugation a 13 000 g pendant 20 minutes a 4°C et la
concentration de protéines, dans les lysats cellulaires, a ét¢ déterminée en utilisant le kit
d'analyse de protéines BCA (pour BiCinchoninic acid Assay, Thermo Fisher Scientific Pierce,

Brébiéres, France) par spectrophotométrie a 570 nm.

La totalit¢ des échantillons dénaturés (30pg de protéines) est déposée sur un gel de
polyacrylamide composé d’un gel de concentration a 3% (Tris (50 mM) pH 6.8, SDS (0.1%),
Acrylamide/Bis-acrylamide ((ratio : 37.5:1), 3%), APS (ammonium persulfate) (0.4%), Temed
(0.1%)) suivi d’un gel de migration a 7% (Tris (375 mM) pH 8.8, SDS (0.1%), Acrylamide/Bis
(7%), (APS (0.4%), Temed (0.1%)) plongé dans la solution de migration (Tris (25 mM),
Glycine (82 mM), SDS (0.1%), pH 8.3). Une échelle de poids moléculaire de 10 a 250kDa
(Thermo Fisher Scientific Pierce, Brébieres, France) a été utilisée. La migration est réalisée a

amperage constant (30 mA) pendant une heure.

Apres migration, les protéines séparées sur le gel sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose (Healthcare Europe GMBH) dans un tampon de transfert (Tris (25 mM), Glycine
(82 mM), Ethanol (20%)) a 130 Volts pendant une heure. Les membranes sont ensuite incubées
avec le rouge Ponceau (0.1%) afin de mettre en évidence la totalité des protéines transférées

sur la membrane.
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Aprés saturation de la membrane, pendant une nuit a 4°C dans du PBS 0,1% Tween®20-5% lait
écrémé, trois lavages consécutifs de 10min avec du PBS 0,1% Tween®20 sont effectués. Les
membranes sont ensuite incubées en présence des anticorps primaires anti-VE-cadhérine
(1pg/mL, Abcam), anti-pY 685-VE-cadhérine (1pg/mL, Abcam) ou anti-pY 731-VE-cadhérine
(1pg/mL, Sigma Aldrich), anti-B-caténine (0.5 pg/mL, BD transduction) ou anti-pY 654 f-
caténine (1pg/mL, ECM bioscience) dilué dans le tampon d’incubation PBS-0,1% Tween®20

pendant 1h sous agitation a température ambiante (Tableau 3 p. 270).

Les membranes sont lavées trois fois avec PBS-0,1% Tween®20 pendant 10 minutes, puis
incubées, pendant 1 heure sous agitation, dans une solution d'anticorps (anticorps secondaire
conjugué¢ a la peroxydase (Tableau3 p.270) préparée dans un tampon de PBS-0,1%
Tween®20. Les membranes sont enfin lavées trois fois avec du tampon de lavage pendant 10
minutes sous agitation.

Le marquage est ensuite révélé par le systeme d'analyse d'immunoblots ECL (pour Enhanced
chemiluminescent) western blot detection (Thermo Fisher Scientific Pierce, Brébieres, France).
Les membranes sont incubées pendant 3 minutes dans une solution contenant le substrat de la
peroxydase (luminol) est un agent chimique augmentant le signal. Un film photographique (GE
Healthcare ECL Amersham™ Hyperfilm™, Thermo Fisher Scientific, France) est mis en
contact avec chaque membrane. La lumiére captée par le film est révélée a I’aide d’un bain dans
une solution de révélateur (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) puis une solution

de fixateur (Kodak).

VIIL. Etude de la translocation membranaire des PKCs o et
Les cellules HUVECs (3.10°) ont été incubées a 37°C pendant 15 minutes avec 0,5 pM de
phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)

utilisés comme un contrdle positif ou avec 3 nmol/L RANTES pendant 5, 10 ou 30min.

Les HUVECs ont été prétraitées ou non avec de G66976 (1 uM), inhibiteur de PKCa ou de
Rottlerine (1 uM) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), inhibiteur de la PKCJ,
pendant 2 heures a 37°C.

Puis, la translocation des PKCs du cytosol vers la membrane plasmique des HUVECs a été
¢valuée en isolant la membrane plasmique de la fraction cytosolique en utilisant le Kit de
fractionnement des protéines infracellulaires (Thermo Fisher Scientific Pierce, Brébicres,

France) comme décrit précédemment. (Maillard et al. 2014)
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La fraction membranaire et la fraction cytosolique de chaque échantillon ont été analysées par
¢lectrophorése SDS PAGE. Chaque fraction (10png) a été déposée sur un gel de polyacrylamide
constitué¢ d'un gel de concentration a 3% et un gel de migration a 10 %. L'électrophorese, le
transfert des protéines sur la membrane de nitrocellulose et la saturation sont identiques aux
¢tapes du western blot décrites dans la partie VI-Etude de la phosphorylation de la VE-
cadhérine et de la B-caténine de ce chapitre (page 280-281).

La PKa et la PKC & ont été détectées en incubant les membranes de nitrocellulose avec
I’anticorps anti-PKCa (1 pg/mL, IgG2b-souris, BD Biosciences Pharmigen) ou l'anticorps anti
PKC-6 (2 pg/ml, IgG-lapin Santa cruz) pendant 2 h a 4°C sous agitation.

Aprés trois lavages de 10 minutes sous agitation avec le tampon PBS-0.1% Tween®20, les
membranes de nitrocellulose sont incubées, pendant 1 heure sous agitation, dans une solution
d'anticorps (anticorps secondaire conjugué a la peroxydase (Tableau 3 p. 270). Les membranes

sont lavées, ensuite la révélation est effectuée comme décrit précédemment.

IX. Test de perméabilité

Ce test est réalis¢ dans une chambre de perméabilité (Costar, France) ou la partie inférieure
contient le milieu ECBM2 basique sans SVF alors que la partie supérieure Transwell (0,4um
polysters, Costar, France) contient une monocouche de cellules HUVECs. Le Dextran-FITC
(70 kDa, Sigma-Aldrich, France) est déposé dans la partie supérieure. A la fin, le milieu de la
partie inférieure est analysé pour mesurer le flux du dextran-FITC a travers la monocouche

endothéliale.

Les cellules HUVECs (2.10°) ont été ensemencées dans les Transwell (0,4um polysters, Costar,
France) avec 100 ng/mL de fibronectine (BD Biosciences Pharmingen, Pont de Claix, France).

Les HUVEC:S sont cultivées a 37°C jusqu'a confluence.

A I’état de confluence les HUVECs forment une monocouche. A ce stade, les HUVECs sont
activées avec le TNF-a (Ing/mL) pendant 16 h et ensuite stimulées ou non avec

RANTES/CCLS ou un des mutants : 3Ala- ou E66A-RANTES (3 nmol/L) pendant 2 h.

D'autre part, afin d'é¢tudier I’implication des GAGs ou les RCPGs (CCR1, CCRS5) les HUVECs
activées avec le TNF-a et stimulées par RANTES ont été pré-incubées ou non avec des

enzymes.
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bactériennes qui clivent les GAGs ou des anticorps neutralisants anti-CCR1 ou CCRS5 pendant

1h comme décrit précédemment (Tableau 3 p. 270)

Ensuite, une solution de dextran-FITC (3 pg/mL) dilu¢ dans ’ECBM2 basique sans SVF a été
ajoutée dans la chambre supérieure. Aprés 20 min d’incubation a température ambiante, le

milieu de la chambre inférieure de chaque condition est analysé avec un lecteur de microplaques

a fluorescence TICAN ® a Acxcitation = 652 nM, A¢mission = 665 nm.

X. Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne £ ESM. Le pourcentage d'inhibition était
(D1-D2) / D1. La valeur D1 est la différence entre le nombre de monocytes, arrétés, adhérés
ou ayant transmigré a travers les HUVECs stimulées avec RANTES et le nombre des
monocytes, arrétés, adhérés ou ayant transmigré a travers les HUVECs non stimulées. La
valeur D2 est la différence entre le nombre de monocytes arrétés, adhérés ou ayant trasmigré a

travers des HUVEC stimulées avec RANTES et pré-incubées avec des enzymes de clivage

GAG, des inhibiteurs pharmacologiques ou des anticorps et celui des monocytes arrétés,

adhérés ou ayant transmigrés a travers des HUVECs pré-incubées avec des enzymes qui

clivent les GAGs, des inhibiteurs pharmacologiques ou des anticorps et stimulées avec

RANTES. Le pourcentage d'inhibition était : (D1 - D2)/ D1) x 100.

L'arrét, I'adhérence ou la migration trans-endothélaile des monocytes relatifs induits par

RANTES ont été calculés en considérant I’effet de RANTES (valeur D1) est de 100%.

La signification statistique a été évaluée par un test d'analyse de variance (ANOVA) effectué
avec le logiciel Statview (StatView 4.5 Abacus Concepts, Berkeley, Californie, Etats-Unis).

Une valeur de p <0,05 a été utilisée comme critere de signification statistique.
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