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Avant-propos

La transplantation

La transplantation se définit comme le transfert de cellules, de tissus ou d’organes
d’un individu donneur a un individu receveur. L'allotransplantation est la greffe entre
individus d’'une méme espéce, c’est le cas de la plupart des transplantations réalisées chez
I’'homme. La xénotranplantation est le transfert d’organes ou de cellules entre espéces

différentes, par exemple du porc au primate.

I. Historique

Le concept de la transplantation d’organes chez I’homme est trés ancien. On retrouve
des le llleme siecle des fresques représentant les premieres scenes de greffes. Si le XIXéme
siecle est parsemé d’expériences de greffes tissulaires (peau, joues de lapin, queues de rat),

eme

il faut attendre la seconde moitié du XX siecle pour que la transplantation se révele étre
une alternative thérapeutique sérieuse pour pallier la perte de fonction d’'un organe.
L’histoire de la greffe d’organes se concentre donc sur le XXéme siécle et est jalonnée de
découvertes fondamentales et indispensables qui ont permis [’évolution de cette
thérapeutique.

La premiere avancée majeure fut le développement de I'anastomose vasculaire (suture
vasculaire) par Emerich Ulman, Alexis Carrel, Mathieu Jaboulay et C.C. Guthrie qui donna
suite a de nombreuses expériences de greffes animales. En 1906, le chirurgien lyonnais
Jaboulay réalisa la premiere xénotransplantation, c’est a dire une greffe d’organe entre un
donneur et un receveur d’espéeces différentes (Jaboulay, 1906). Cette tentative de greffe de
rein de chévre au coude d’une jeune femme accouchée en insuffisance rénale majeure par
néphrite, se solda par un échec immédiat et le déces de la patiente. En 1933, le chirurgien

Voronoy réalisa la premiere greffe rénale a Kiev, en Ukraine. Il greffa le rein d’'un homme

décédé au niveau de I'aine d’une jeune malade de 26 ans en coma urémique par absorption



de mercure. La jeune greffée mour(t quatre jours apres la transplantation. Serguey Voronoy
acquit alors la conviction que « I’échec était d’origine immunologique ». La ||eme guerre
mondiale marqua un temps d’arrét dans les expérimentations sur I’homme, mais les travaux
reprirent rapidement dans les années 50 et se concentrérent sur la greffe rénale,
notamment a Paris et Boston, villes phares de la greffe rénale sur donneurs vivants. Au fil
des années, la technique s’améliora, que ce soit dans la préparation de I'organe ou dans
I'acte chirurgical, permettant d’obtenir jusqu’a plusieurs mois de survie. Cependant, toutes
les tentatives se heurterent a un obstacle majeur et incompris, le rejet de l'organe
transplanté. C’est en 1952 qu’un début de réponse est apporté par les travaux de Dausset
sur le systéme HLA, faisant le lien entre I’histocompatibilité et le rejet de greffe (Dausset et
al., 1965). En 1954, la démonstration de I'origine immunologique du rejet est faite par la
greffe réussie entre deux vrais jumeaux, réalisée par John Merrill et Joseph Murray. Mais
médecins et biologistes ne peuvent se résoudre a l'utilité de la greffe uniquement dans le
cas de jumeaux, et c’est le recours aux immunosuppresseurs qui permettra de franchir
progressivement cette incompatibilité biologique. Cependant, malgré les progrés réguliers
de la chirurgie et de la prise en charge des patients, les immunosuppresseurs tels que les
corticoides ne parviennent pas a diminuer efficacement la fréquence des rejets. La
découverte de la cyclosporine en 1969, puis de ses propriétés immunosuppressives par Jean
Francois Borel (Borel et al., 1976) en 1972 (Laboratoires Sandoz, Bale) ont conduit a sa mise
sur le marché dans les années 80 et marqua un tournant dans [|'histoire de
I'immunosuppression et de la transplantation. Cette nouvelle génération de médicament
anti-rejet a permis de prolonger nettement la survie des greffons et a contribué a I'essor de

la transplantation.

II. Problématique et enjeux

En France, le nombre de greffes a beaucoup augmenté ces 30 derniéres années et est
passé de 666 en 1980 a 4580 en 2009 (Agence de la Biomédecine, Rapport annuel, Bilan des
activités 2009). Si cette forte croissance montre les progrés et le succés de cette stratégie
thérapeutique, un nouveau probleme s’ajoute aujourd’hui aux obstacles biologiques et

techniques : le manque d’organe. En effet, le nombre de greffes réalisées chaque année



progresse désormais peu en raison du mangue de greffons disponibles, alors que le nombre
de patients en liste d’attente ne cesse d’augmenter, pour atteindre 8244 personnes en 2009
selon I'’Agence de la Biomédecine. Les efforts d’information pour promouvoir le don
d’organes de sujets en état de mort encéphalique ou de donneurs vivants, ne suffisent plus
et d’autres alternatives, comme la xénotransplantation, sont aujourd’hui envisagées. Malgré
ces difficultés, les recherches continuent afin d’augmenter la durée de vie des greffons et
trois types de rejets sont désormais connus et caractérisés.

Le rejet suraigu survient dans les premieres heures qui suivent la greffe. Il est dG a la
présence, chez le receveur, d’anticorps préformés contre les antigénes de groupes sanguins
(Kourilsky et al., 1987) et/ou des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)
du donneur (Williams et al.,, 1968). Ces anticorps sont produits a la suite de pré-
sensibilisations (transfusions sanguines, grossesse, transplantations antérieures) et
provoquent des thromboses vasculaires et la nécrose rapide du greffon par ischémie. Ce
type de rejet est aujourd’hui évité par la recherche systématique de ces anticorps (test de
cross-match) qui permet la sélection optimale des receveurs.

Le rejet aigu intervient dés la premiere semaine apres la greffe. Il est di a une
activation du systéme immunitaire a médiation cellulaire et humorale du receveur, en
particulier des lymphocytes T spécifiques d’antigénes portés par le greffon. Ce rejet est
relativement bien contr6lé de nos jours, avec, par exemple, des taux de survie des greffons
rénaux et cardiaques de 92% et 94% a un an de la transplantation grace a I'emploi
systématique de traitement immunosuppresseurs (Agence de la Biomédecine, Rapport
annuel, Bilan des activités 2009).

Enfin, la perte du greffon a long terme reste mal caractérisée. Ce rejet chronique,
appelé dysfonction chronique du greffon, est multifactoriel, avec des composantes non-
immunologiques comme l'ischémie-reperfusion, ou immunologiques. L’artériosclérose du
greffon qui le caractérise, dans le coeur et le rein notamment, se traduit par I'occlusion
progressive de la lumiére des vaisseaux sanguins du greffon en raison d’une prolifération des
cellules musculaires lisses et des cellules endothéliales dans la néointima. La survenue du
rejet chronique n’est toujours pas contrélée, c’est pourquoi la compréhension des
mécanismes cellulaires et moléculaires intervenant dans ce rejet représente un enjeu

majeur en transplantation.



Lors d’une greffe, I'endothélium du greffon est I'interface physique entre le donneur et
le receveur. Il est le premier en contact avec les éléments humoraux et cellulaires du
receveur et participe activement aux rejets aigu et chronique du greffon. C'est pourquoi
I’étude du processus d’activation des cellules endothéliales (CE) reste un domaine important
de recherche, qui s’attache a identifier les mécanismes et les molécules impliqués dans

I'initiation et le contrdle de la dysfonction endothéliale.



INTRODUCTION GENERALE




Introduction générale

L’endothélium

L’'endothélium vasculaire, constitué d’'une monocouche de CE, représente la limite
interne des vaisseaux sanguins (Figure 1). Cette position particuliére, entre le sang et le tissu
environnant, lui confére un réle important dans de nombreuses fonctions physiologiques.
Ainsi, il apparait aujourd’hui évident que les CE ne forment pas une surface inerte mais sont
en réalité une barriére dynamique permettant de réguler des processus variés tels que
I’'homéostasie, la perméabilité et le tonus vasculaire, la circulation des cellules sanguines,
I’'angiogenese ainsi que I'immunité innée ou adaptative. Cependant, il reste difficile de
donner une définition unique de I'endothélium. En effet, les CE présentent une grande
hétérogénéité aussi bien structurelle que fonctionnelle selon la taille des vaisseaux, I'organe

ou le tissu observé (Gerritsen, 1987).

Figure 1. Structure des vaisseaux sanguins (Servier Medical Art). Schématiquement, la paroi des vaisseaux
sanguins est constituée de trois couches superposées. La plus externe, I'adventice (tunica adventitia), est
formée d’un tissu conjonctif, riche en collagéne et en fibres élastiques et contenant des fibroblastes et des
adipocytes. Elle est séparée par la limitante élastique externe de la média (tunica media) constituée
principalement de cellules musculaires lisses vasculaires (CML) empilées de fagon concentrique. La couche la
plus interne appelée intima ou tunica intima est constituée d’une monocouche de CE reposant sur la
membrane basale et une fine couche de tissu conjonctif. Elle est séparée de la média par une couche de fibres
d’élastine et de fibrilline, la limitante élastique interne.



I. Présentation

1. Historique

Hippocrate et Galien représentaient le réseau vasculaire sous la forme de deux
systemes distincts composés d’un c6té par les veines et de I'autre par les arteres. Galien
(131-201) fit une description précise du réseau de veines et d'artéres a partir de dissections
de porcs, mais interpréta faussement le role des organes. Selon lui, les artéres permettaient
la circulation de I'air et de « I'esprit vital », alors que les veines permettaient le transport du
sang formé dans le foie. Cette théorie erronée fut admise pendant plusieurs siecles jusqu’a
ce que William Harvey infirme I’hypothése de Galien en 1628. Par une série d’expériences
réalisées sur le chien, Harvey montra la connexion entre artére et veine et démontra que le
sang circule au sein d’'un réseau fermé. Méme s’il ne put directement observer les
capillaires, Harvey supposa leur existence. C'est grace au développement de la microscopie
qgue Marcello Malpighi fut le premier a observer les capillaires sanguins en 1661.
En 1865, le terme d’endothélium fut utilisé pour la premiéere fois par I'anatomiste suisse
Wilhelm His. La définition originale incluait la couche cellulaire interne des vaisseaux
sanguins, lymphatiques et des cavités mésothéliales. Cette définition fut ensuite restreinte a
la monocouche cellulaire interne tapissant les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Au cours
des années 1950-60, la microscopie électronique fut un outil primordial dans la description
de I'endothélium et permit notamment I'observation d’organelles caractéristiques comme
les cavéoles ou les corps de Weibel-Palade contenant le facteur de Von Willebrand (vVWF).
Ces observations mirent également en évidence pour la premiere fois I’"hétérogénéité des
CE. En 1973, Jaffe et al. (Jaffe et al., 1973) ainsi que Gimbrone et al. (Gimbrone et al., 1973)
isolerent indépendamment des CE humaines issues de veines ombilicales. La possibilité de
cultiver des CE in vitro et dés lors de controler I'environnement extracellulaire a permis le
développement de la biologie cellulaire et I’étude des fonctions et des propriétés des CE.
Cependant, il est a noter que les cellules in vitro ne sont pas soumises au flux sanguin et aux
forces de cisaillement, ce qui perturbe leur état de quiescence. Les CE in vitro vont présenter
un taux de réplication 10 a 100 fois plus élevé que des CE in vivo. Ces différences constituent

des limites a I'utilisation des modeles cellulaires.



2. Hétérogénéité des CE

L’endothélium dérive du mésoderme via la différentiation d’hémangioblastes et
d’angioblastes (Augustin et al., 1994). Malgré cette origine commune, les CE vont par la suite
présenter une grande hétérogénéité dans leurs structures et leurs fonctions.

Ces différences traduisent la capacité de I'endothélium a répondre aux besoins du tissu
sous-jacent. Ainsi, les CE présentent des spécificités tissulaires (coeur, foie, cerveau). Par
exemple, les CE de la barriere hémato-encéphalique ont un phénotype tres spécialisé non
fenestré avec des jonctions serrées et tres peu de vésicules de transport. Cette barriere
« hémato-encéphalique » permet un controle strict des échanges de solutés et de cellules
circulantes entre le plasma et I'espace interstitiel cérébral. Au contraire, dans les organes
nécessitant une filtration ou un transport transendothélial importants, tels que les
glomérules rénaux ou la muqueuse intestinale, I'endothélium est fenestré en continu. Il est
pourvu de pores, d’environ 70 nm de diameétre, qui le rendent plus perméable. Enfin, dans
certains lits vasculaires, I'endothélium présente des fenestrations larges, une membrane
basale peu organisée, et des CE disjointes. C'est le cas des CE sinusoidales du foie qui
forment un endothélium fenestré et discontinu. L'endothélium posséde donc des propriétés
et une perméabilité adaptées a son environnement grace a sa structure (continue,
fenestrée, discontinue) (Pries et Kuebler, 2006).

De plus, les CE sont réparties sur I'ensemble de I'arbre vasculaire et possedent une
fonction et un phénotype différents selon qu’elles appartiennent a une artere, une veine ou
un capillaire. L'épaisseur des CE varie de 0,1 um dans les capillaires a 1 um dans l'aorte
(Florey, 1966). Des études utilisant des marquages immunohistochimiques ont permis de
caractériser I'endothélium in vivo. Plusieurs groupes ont ainsi montré que différents lits
vasculaires expriment de facon spécifique certaines protéines (Figure 2) (Auerbach et al.,
1985) (Turner et al., 1987). D’un point de vue fonctionnel, les CE présentent une « division
du travail » ou chaque type de vaisseau va préférentiellement assurer une fonction
physiologique. Les protéines NOS3 (aussi appelé eNOS pour endothelial NO synthase) et vVWF
sont exprimées de facon prédominante, respectivement par les CE des artéres et des veines.
La synthése de ces molécules vasorégulatrices montre le réle important de ce type de
vaisseau dans le contrdle du tonus vasculaire et de I’"hémostase. L’endothelium des veines

est majoritairement responsable de I'’extravasation des leucocytes, conférant a cette portion


http://fr.wikipedia.org/wiki/Jonction_serr%C3%A9e

du systeme vasculaire un réle majeur dans l'inflammation (Bjerknes et al., 1986).
L’endothélium capillaire, quant a lui, est beaucoup plus perméable que celui des veines ou
des arteres. En effet, la faible circonférence et la paroi fine des capillaires permettent une
tres grande surface d’échange entre le sang et les tissus et facilitent donc la diffusion des

molécules.

Ainsi, les propriétés et les fonctions des CE sont variables en fonction de I'espéce, de
I'organe, de la taille du vaisseau sanguin mais peuvent également présenter des différences

entre individus, notamment dans I'expression des molécules du CMH.

Figure 2. Exemples de I’hétérogénéité phénotypique de I'endothélium. A, artéres; V, veines; C,
capillaires ; VWF, facteur de von Willebrand ; TPFI, inhibiteur du facteur tissulaire ; EPCR, récepteur de la
protéine C; tPA, activateur tissulaire du plasminogene ; TM, thrombomoduline ; NOS3, synthase 3 de NO;
ESM-1, molécule endothéliale spécifique 1.*Type de vaisseau dans lequel le géne (ARNm et/ou protéine) est
exprimé de fagon prédominante. D’apreés (Aird, 2005)

IL. Les fonctions de I'endothélium vasculaire



L’endothélium forme une surface d’échange considérable répartie le long de I'arbre
vasculaire et participe au transport des solutés ou macromolécules a travers les parois
vasculaires. |l possede des fonctions endocrine, paracrine et autocrine qui font de lui un
organe multifonctionnel. De ce fait, il intervient dans des processus physiologiques variés
comme I’homéostasie vasculaire, en régulant les réponses immunes et inflammatoires par le
controle du passage des leucocytes du sang vers les tissus, le tonus vasculaire, 'hémostase
ou l'angiogenése (Figure 3). L’'endothélium maintient la balance entre vasodilatation et
vasoconstriction, entre I'inhibition et la stimulation de la prolifération et de la migration des
cellules musculaires et des CE, ainsi que I'équilibre entre thrombose et fibrinolyse. Le
déséquilibre de cette balance entraine la dysfonction endothéliale qui est impliquée dans
des pathologies telles que I'athérosclérose (pour revue (Lusis, 2000)), I'angiogenése associée
a la progression tumorale et métastatique (pour revue (Carmeliet et Jain, 2000)), le choc
septique (pour revue (Annane et al., 2005)) et le rejet d’allo et xénogreffe (pour revue (Aird,

2006) (Cowan et al., 2009)).

Figure 3. Principales fonctions de I’endothélium vasculaire et molécules associées.

1. Lavasculogenese et I'angiogeneése



Le systeme cardiovasculaire est le premier a se former lors de la gastrulation
embryonnaire. L'organisation de novo des CE en vaisseau en |'absence de réseau vasculaire
est appelé vasculogenése et intervient uniquement au cours de I'embryogenéese (Risau et
Flamme, 1995). Les CE dérivent de la différentiation successive de cellules mésodermales en
hémangioblastes, qui formeront la premiere structure vasculaire, nommée filots sanguins
primitifs. Les hémangioblastes du centre des flots donnent naissance aux cellules souches
hématopoiétiques (HSC) tandis que les hémangioblastes périphériques se différencient en
angioblastes, les précurseurs des CE matures. Sous l'influence de facteurs dont le VEGF
(vascular endothelial growth factor) et le bFGF (basic fibroblast growth factor), les
angioblastes et les CE nouvellement formés migrent sur une matrice constituée
principalement de collagéne et d’acide hyaluronique. Ce processus aboutit a la fusion des
flots sanguins, le remodelage en structures tubulaires et la formation du plexus vasculaire
primitif. Les tubules évoluent par la suite en vaisseau plus larges, permettant la
vascularisation de I'embryon (Risau et Flamme, 1995).

Contrairement a la vasculogenése, l'angiogenése correspond a la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins a partir d’'un réseau préexistant. Ce mécanisme intervient dans
de nombreux processus physiologiques tels que le développement embryonnaire, la
réparation et la régénération tissulaire, mais aussi pathologiques comme le développement
tumoral. L'angiogenése se caractérise par une succession d’évenements. Elle débute par la
vasodilatation du vaisseau initial qui s"Taccompagne d’une augmentation de sa perméabilité,
suivi de la dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire environnante,
ce qui aboutit a la migration et a la prolifération des CE activées, par bourgeonnement d’un
nouveau tube vasculaire. Les interactions entre cellules endothéliales, matrice
extracellulaire, cellules musculaires lisses (CML), cellules peri-endothéliales, fibroblastes et
cellules sanguines nucléées sont complexes et dépendent largement du type d’angiogenése
(tumorale, ischémique) et de I'organe dans lequel se déroule ce phénoméne. De plus, ce
processus nécessite une coordination et des régulations précises de nombreux facteurs pro-
et anti-angiogéniques qui interagissent avec divers types cellulaires, vasculaires et extra-
vasculaires.

En grande partie sous l'influence du monoxyde d’azote (NO), la vasodilatation est la
premiere étape de I'angiogenése. L'augmentation de la transcription du géne codant pour le

le VEGF, en partie régulée par le NO, entraine une augmentation de la perméabilité



vasculaire en redistribuant les molécules d’adhésion intercellulaire (PECAM-1 et VE-
cadhérine) et en modifiant les propriétés des membranes cellulaires par I'activation d’une
série de kinases (Eliceiri et al., 1999). L’hyperperméabilité de la paroi vasculaire induite par le
VEGF est controlée par I'angiopoiétine-1, ligand du récepteur Tie2, qui est un puissant
facteur limitant la perméabilité endothéliale (Thurston et al., 2000). L’angiopoiétine-2 est un
antagoniste naturel de [I'angiopoiétine-1 qui participe au détachement des cellules
musculaires lisses de la matrice extracellulaire (MEC) et facilite ainsi la migration des CE. La
dégradation de la MEC par des protéases et des métalloprotéinases (MMP) participe
également au processus d’angiogenese, en libérant des facteurs de croissance séquestrés
dans la matrice (bFGF, VEGF, IGF-1). Sous l'influence de ces différents facteurs, notamment
le VEGF, les CE proliférent et migrent dans la MEC pour former un nouveau tube. Pour finir,
les CE initialement assemblées en « corde » vont s’organiser en vaisseau avec une lumiére,
une membrane basale et des cellules murales (pour revue (Carmeliet, 2005) (Carmeliet et
Collen, 2000)). Le réseau nouvellement formé est stabilisé par I’action de I'angiopoiétine-1,
qui favorise les interactions entre les cellules endothéliales et périendothéliales, ainsi que
celle du PDGF (Platelet derived growth factor) et du TGFB (transforming growth factor)
(Madri et al., 1988) (Jain, 2003).

2. L’hémostase

A I’état quiescent, I'endothélium participe au maintien du flux sanguin en présentant
une surface anti-thrombotique qui inhibe I'agrégation plaquettaire et la coagulation.
Cependant, lors de I'apparition d’une lésion vasculaire, I'endothélium doit au contraire
limiter les pertes sanguines en présentant un phénotype pro-coagulant. Il favorise alors la
formation d’'un thrombus plaquettaire, phénoméne appelé hémostase primaire. Dans un
second temps, la coagulation plasmatique entraine la constitution d’un réseau de fibrine
insoluble qui consolide le thrombus. La coagulation fait intervenir plusieurs acteurs dont les
roles sont complémentaires: les plaquettes, les protéines plasmatiques et les CE. Ce
processus est l'aboutissement d’une cascade de réactions protéolytiques permettant
I'activation en chaine de facteurs plasmatiques de la coagulation, circulant sous forme de
précurseurs inactifs, les zymogénes. Le fibrinogéne est le substrat final des réactions de

coagulation. Cette protéine soluble est transformée en fibrine insoluble par la thrombine. Au



contraire, la réaction de fibrinolyse permet la dissociation du caillot par la transformation du
plasminogéne en plasmine. La plasmine bloque la formation de fibrine et fragilise ainsi
I'agrégat.

Les CE contrblent principalement la coagulation en modulant la génération ou la
disponibilité de la thrombine, molécule pro-coagulante. Au repos, I'endothélium exprime
différentes molécules anti-thrombotiques comme l'inhibiteur du facteur tissulaire (TFPI), la
thrombomoduline (TM) qui fixe la thrombine et bloque la cascade de coagulation, ou les
héparanes sulfates (HS) capables de fixer I'antithrombine pour former un complexe anti-
coagulant inhibiteur de la thrombine. D’autres molécules anti-coagulantes comme le
récepteur de la protéine C (EPCR), I'ecto-ADPase, la prostacycline (PGIl;) et le monoxyde
d’azote (NO) sont exprimées et/ou sécrétées par les CE. L’endothélium module également la
fibrinolyse par la sécrétion de I'activateur tissulaire du plasminogéne (tPA) qui dégrade le

plasminogéne en plasmine (pour revue (Bombeli et al., 1997) (Aird, 2007)).

Figure 4. Controle de ’hémostase par les CE au repos.
D’apres (Pober et Sessa, 2007)

Dans un contexte pro-coagulant, I'’endothélium sécrete I'inhibiteur de I'activateur du
plasminogéne (PAI-1) qui inhibe le tPA et I'urokinase (uPA). Sa sécrétion est stimulée par des
cytokines, des facteurs de croissance et des lipoprotéines impliquées dans la réponse
inflammatoire. Ces mécanismes sont impliqués, en clinique humaine, dans la génése de la
coagulation intravasculaire disséminée. Le vVWF est également une glycoprotéine clé de Ila
coagulation, stockée dans les corps de Weibel-Palade (WPB) et libérée dans la circulation

apres activation des CE.

3. Le tonus vasculaire



La vaso-motricité est une propriété majeure des vaisseaux sanguins qui leur permet de
modifier leur calibre par la contraction des cellules musculaires lisses (CML) de la média. La
régulation du diameétre du vaisseau permet le contréle du flux sanguin. On désigne par tonus
vasculaire un état de demi-contraction permanente dans lequel se trouvent maintenues les
fibres musculaires lisses des parois vasculaires. Depuis la découverte par Furchgott et
Zawadski du role joué par I'endothélium dans la relaxation des arteres isolées en réponse a
I’acétylcholine (Furchgott et Zawadzki, 1980), les connaissances sur les CE et leur implication
dans le tonus vasculaire n’ont cessé de progresser. Il est aujourd’hui démontré que les
cellules endothéliales régulent activement le tonus et la vasomotricité des CML, en
répondant aux forces mécaniques et aux médiateurs neuro-humoraux par la libération d’une
variété de facteurs relaxants et contractants.

Les facteurs relaxants issus de I’endothélium (EDRF, Endothelium-derived relaxing
factors) comprennent le NO, la prostacycline PGI, et le facteur endothélial hyperpolarisant
(EDHF, Endothelium-derived hyperpolarizing factors) encore mal décrit (Komori et
Vanhoutte, 1990). En effet, la nature biochimique de ce facteur reste controversée et
plusieurs EDHF ont été proposés parmi lesquels les acides époxyéicosatriénoiques,
métabolites formé a partir de I'acide arachidonique par I'action du cytochrome P450, ou le
peroxyde d’hydrogéne. Les EDHF stimulent I'ouverture des canaux potassiques en particulier
calcium-dépendants des CML, provoquant ainsi leur hyperpolarisation. Dans des conditions
physiologiques, la libération de facteurs de relaxation, notamment le NO, prédomine sur
celle des facteurs de contraction. Le NO est synthétisé a partir de la L-arginine par la NO
synthase (NOS) qui catalyse la transformation de la L-arginine en NO et L-citrulline (Figure 5).
L’'enzyme NOS existe sous deux formes dans les CE: NOS3 (ou eNOS) exprimée de facon
constitutive et iNOS, inductible notamment lors de I'inflammation. L’activité de NOS3 bien
gue constitutive est également régulée et principalement augmentée par |’élévation du
calcium intracellulaire. La contrainte de cisaillement exercée par le sang sur I'endothélium
est un stimulus majeur de la libération de NO. D’autres molécules comme les hormones
circulantes (catécholamines, vasopressine), les autocoides formés dans la paroi vasculaire
(bradykinine, histamine), les substances libérées par les plaquettes (sérotonine, ATP, ADP),
I'acétylcholine et la thrombine peuvent réguler la synthése de NO. Ce gaz soluble dans I'eau
est une petite molécule lipophile capable de traverser les membranes biologiques. Les effets

du NO sont médiés par le GMP cyclique (GMPc) intracellulaire. Il active la guanylate cyclase



cytosolique qui transforme le GTP en GMPc. Le GMPc est un second messager qui par
I'intermédiaire de la protéine kinase G (PKG), entraine une baisse rapide du calcium libre
intracellulaire, une diminution de la sensibilité au calcium de I'appareil contractile et ainsi la
relaxation du muscle lisse vasculaire. La demi-vie trés courte du NO (3 a 5 secondes) limite sa
zone d’activité biologique. Cette molécule vasodilatatrice est aussi capable d’inhiber

I’adhésion et I'activation des leucocytes et des plaquettes (Figure 5).

Figure 5. Synthése et effet du monoxyde d’azote sur le muscle lisse vasculaires. ADP, Adénosine diphosphate ;
ATP, Adénosine triphosphate ; AVP, Arginine vasopressine ; CML, cellule musculaire lisse ; GTP, Guanosine
triphosphate ; cGMP, cyclique guanosine monophosphate 5HT;, sérotonine.

D’aprés (Gewaltig et Kojda, 2002)

Les CE peuvent également produire des facteurs vasoconstricteurs (EDCF,
Endothelium-derived contracting factors) comme l'angiotensine Il, le tromboxane A, qui
stimule la contraction des CML et I'endothéline (ET1, ET2) qui a forte concentration
provoque par stimulation des récepteurs ET, et ETg une constriction des CML,
principalement consécutive a la stimulation de la phospholipase C et a I'augmentation du
calcium intracellulaire. L'ET1 est le plus puissant vasoconstricteur (artériel et veineux)
identifié jusqu’a présent, dix fois plus actif que I'angiotensine Il in vitro (Yanagisawa et al.,
1988). Ces EDCF interagissent au niveau des récepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés aux protéines G des CML et induisent la libération de calcium dans le cytoplasme et

I'activation des protéines G de la famille Rho (Loirand et al., 2006). Ces deux voies



d’activation conduisent a la phosphorylation de la chaine légére de la myosine initiatrice de
la contraction cellulaire. Les endoperoxydes et les radicaux libres de |'oxygéne qui
dégradent le NO (Rubanyi et Vanhoutte, 1986) sont également des facteurs constricteurs

formés par I'endothélium et les CML.
4. L’inflammation

L'inflammation aigué est une réponse physiologique et rapide a une infection
microbienne ou une lésion tissulaire. Elle induit le recrutement local et I’activation des
polynucléaires neutrophiles qui permettent la suppression du stimulus inflammatoire par
I’élimination des agents infectieux et des débris cellulaires. Si ce processus est suffisamment
efficace, I'inflammation aigué se résorbe, le tissu retrouve son architecture initiale ou laisse
place a une cicatrice de tissu conjonctif. Cependant, si le stimulus n’est pas éliminé le
processus inflammatoire perdure et évolue. La composition des leucocytes infiltrant le tissu
change : les premiéres cellules effectrices, les neutrophiles, sont remplacées par un mélange
de macrophages, de monocytes et de lymphocytes. C'est ainsi que I'immunité innée laisse
place a lI'immunité adaptative qui intervient de fagon antigéne-spécifique grace aux
lymphocytes B et T. Les lymphocytes T activés peuvent accroitre les fonctions effectrices des
monocytes ou recruter des cellules effectrices alternatives comme les éosinophiles.

Ainsi, les cellules effectrices de I'immunité adaptative, plus spécialisées, parviennent
généralement a éliminer les agents infectieux ayant résisté a I'immunité innée, aboutissant a
la résolution de l'inflammation et la réparation des tissus. Néanmoins, une stimulation
prolongée induite par des microbes résistants ou la présence d’auto-antigénes aboutit a une
inflammation chronique accompagnée de la formation de néo-tissus (remodelage vasculaire,
structures lymphoides ectopiques). Par le passé, les études s’intéressant au processus
inflammatoire décrivaient majoritairement le type et le réle des leucocytes infiltrant les
tissus. Cependant, il est désormais clairement démontré que les CE jouent un réle crucial
dans ce processus en participant aux différentes phases de I'inflammation.

Le processus d’inflammation aigué induit un recrutement rapide -de I'ordre de I’heure-
des neutrophiles ainsi que des modifications phénotypiques et fonctionnelles des CE,
regroupées sous le terme d’activation endothéliale (Pober et Cotran, 1990). Le processus

d’activation de I'endothélium peut étre divisé en deux phases successives. La premiere est



rapide et se caractérise par la libération de molécules préformées, elle est appelée activation
de type 1 ou stimulation. La deuxieme intervient plus tardivement car elle nécessite la
transcription et la traduction de nouveaux genes et est nommeée activation de type 2. Dans
ces deux types d’activation, les CE vont participer a trois des quatre points cardinaux de
I'inflammation (chaleur, rougeur, gonflement et douleur). L'augmentation locale du flux
sanguin contribue a la rougeur et la chaleur au niveau du site de I'inflammation, la présence
d’un liquide séreux riche en protéines (exsudat) participe a I'cedéme, le recrutement et
I’activation des leucocytes circulants permettent leur entrée dans le tissu infecté ou lésé.
L'augmentation du flux sanguin permet I'accumulation des leucocytes au niveau de la Iésion,
alors que I'exsudat forme une matrice provisoire pour les leucocytes facilitant leur adhésion,
leur capture et leur extravasation dans le tissu. La douleur, le quatrieme point cardinal
indépendant des CE, est due a la libération de médiateurs par les leucocytes au niveau des

fibres nerveuses de type C.

a. L’activation endothéliale de type 1

L’activation endothéliale de type 1 est principalement induite par des ligands de
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), comme le récepteur de I'histamine H1, couplé a
la protéine G hétérotrimérique composée des sous-unités a,, B et y (Pober et Cotran, 1990).
Ainsi, a I'état basal, la sous-unité o4 lie une molécule de GDP qui est remplacée par une
molécule de GTP lors de son activation. Cet échange du GDP par le GTP entraine la
dissociation de la sous-unité a, du dimere By. La sous-unité aq libre, active alors I'isoforme B
de la phospholipase C (PLCB). Cette enzyme membranaire clive le phosphatidyl-inositol-4,5-
diphosphate (PIP2) en inositol-triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). Ces deux
seconds messagers agissent a leur tour comme des effecteurs : I'lP3, en se liant a des canaux
calcigues du réticulum endoplasmique (RE), permet d’augmenter la concentration
cytoplasmique en calcium, et le DAG, en agissant sur la protéine kinase C (PKC), favorise
I’ouverture de canaux calciques membranaires (Figure 6) (Liickhoff et Clapham, 1992).

L’augmentation du flux sanguin résulte de cette accumulation d’ions calciques (Ca**)

dans le cytosol. La phospholipase cellulaire A, (cPLA;), activée par la forte concentration en
Ca®* cytosolique libre, clive la phosphatidylcholine (PC) en acide arachidonique qui est
successivement converti en prostaglandine H, par la cyclooxygénase-1 (COX1) puis en PGl,

par la prostacycline synthase. PGl, joue alors son role de vasodilatateur et entraine la
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relaxation des CML (Egan et FitzGerald, 2006). Le Ca®" cytosolique forme également un
complexe avec la calmoduline qui active I'enzyme NOS3 permettant la production de NO, lui
aussi vasodilatateur (Figure 6).

La fuite des protéines plasmatiques du sang vers les tissus nécessite une forte
concentration en calcium mais aussi I'activation des Rho GTPase. Lors de l'inflammation,
I’activation des RCPG suivie de la formation du dimére By, facilite la conversion de GDP en
GTP et ainsi I'activation des petites protéines G de la famille Rho (Niu et al., 2003). La
formation du complexe Ca®*-calmoduline active la kinase des chaines légéres de la myosine
(MLCK, myosin-light-chain kinase) (Stevens et al., 2000). Parallelement, la forme activée Rho-
GTP stimule la kinase ROCK qui phosphoryle et inactive la phosphatase des chaines légeres
de la myosine (MLC, myosin-light-chain), responsable de la déphosphorylation et donc de
I'inactivation des MCL (Stevens et al., 2000). Ainsi, la combinaison de I'activation de la MLCK
(médiée par le complexe Ca**-calmoduline) et de Iinhibition de la phosphatase des MLC
(médiée par la kinase Rho-dépendante) induit I'augmentation de la phosphorylation des
chaines légeres de la myosine. Cette phosphorylation initie la contraction des filaments
d’actine reliés aux jonctions serrées et adhérentes, permettant la rétraction des CE et la
formation d’interstices entre les cellules. Les protéines plasmatiques passent alors du sang
vers le tissu et s’assemblent en une matrice provisoire facilitant I'attachement, la survie et la
migration des leucocytes infiltrants (Figure 6) (Frangogiannis, 2006).

L’augmentation du Ca** cytosolique dans les CE joue également un rdle majeur dans le
recrutement des leucocytes. La phosphorylation des MLC initie I'exocytose des corps de
Weibel Palade, permettant ainsi le transport et I'exposition de la P-selectine a la surface
luminale des CE (McEver et al., 1989). Par ailleurs, la réaction catalysée par la phospholipase
cPLA, génere le facteur d’activation plaquettaire (PAF, Platelet activating factor), qui attire
les neutrophiles par chimiotactisme et initie leur extravasation, via les intégrines a4. La P-
sélectine interagit avec les molécules PSGL1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) et sialyl Lewis
X des neutrophiles et entraine ainsi leur adhésion a I'endothélium. La migration des
neutrophiles au niveau des jonctions intercellulaires est également dépendante des
molécules d’interaction PECAM1 (platelet-endothelial cell adhesion molecule 1, CD31) et
CD99 (Schenkel et al., 2002). Il a été démontré que le processus d’extravasation peut aussi
se faire a travers les CE (Feng et al., 1998). Cependant, les mécanismes mis en jeu ne sont

actuellement pas identifiés (Figure 7).



En résumé, la réponse a 'activation de type 1 résulte d’'un ensemble de phénomeénes

aboutissant a I’élévation du Ca** cytosolique et a I'activation de la voie Rho (Figure 6).

Figure 6. Activation de type 1 au cours de la réponse inflammatoire aigué des cellules endothéliales
D’aprés (Pober et Sessa, 2007)

b. L’activation endothéliale de type 2

Les RCPG sont capables de transmettre le signal d’activation durant 10 a 20 minutes.
Au-dela, les récepteurs deviennent insensibles afin d’éviter toute nouvelle stimulation qui
induirait I'emballement du processus inflammatoire (Feng et al., 1998). Une réponse
inflammatoire plus longue nécessite alors une forme d’activation endothéliale plus
persistante qui est assurée par |'activation de type 2. Les médiateurs les plus connus et les
plus classiques de cette réponse sont le TNFa et linterleukine 1 (IL1) sécrétés

principalement par les leucocytes activés (Figure 8) (Pober et Cotran, 1990).

Dans les CE, la liaison du TNFa a son récepteur TNFR-1 entraine la fixation de la
protéine TRADD (TNFR-1 associated death domain protein) au domaine cytoplasmique du
TNFR-1 par l'interaction des domaines de mort ou death domain (DD). TRADD, a son tour,
recrute la sérine /thréonine kinase RIP1 (receptor-interacting protein 1) et I'ubiquitine ligase
TRAF2 (TNFR-associated factor 2). Ce complexe initie des cascades impliquant plusieurs

kinases dont les phosphorylations aboutissent a I’activation du facteur nucléaire NF B



(Nuclear factor kappa b) et de la protéine activatrice 1 (AP1, activator protein 1) (Chen et
Goeddel, 2002).

La liaison de I'lL1 a son récepteur de type 1 (IL1R1), quant a elle, induit une voie de
signalisation médiée par un complexe comprenant la protéine adaptatrice MyD88 (myeloid
differentiation primary-response gene 88), la protéine accessoire du récepteur de I'IL1
nommeé TIRAP (Toll/IL1 receptor accessory protein), les kinases 1 et 4 associées au récepteur
de I'IL1 (IRAK1-4, IL1 receptor associated kinase) et le facteur TRAF6 (TNFR-associated factor
6). La voie de signalisation induite par I'IlL1 aboutit a I'activation des mémes facteurs de
transcription que celle du TNFa : NF kB et AP1 (Martin et Wesche, 2002).

Les réponses pro-inflammatoires induites par ces cytokines engendrent la transcription
et la traduction de nouveaux génes par I'action de NF kB et d’AP1. Ce phénomene nécessite
la mobilisation de la machinerie cellulaire, c’est pourquoi la réponse de type 2 est plus
tardive et requiert plusieurs heures pour se mettre en place. Au contraire, I'activation de
type 1 est rapide car elle résulte de la libération de molécule préformée, elle permet ainsi
une réponse dans les minutes qui suivent la stimulation. Cette hiérarchisation dans le temps
assure une action ciblée et efficace des CE.

De méme que l'activation de type 1, celle de type 2 permet d’augmenter le flux
sanguin, le passage de protéines plasmatiques du sang vers les tissus et le recrutement des
leucocytes au niveau du site de l'inflammation. Elle augmente la synthése de PGI, par
I'induction de la cyclooxygénase-2 (COX2) qui présente une activité enzymatique plus élevée
gue COX1. Le transfert de protéines plasmatiques induit par le TNFa et I'lL1 résulte de la
réorganisation des cytosquelettes d’actine et de tubuline, qui engendre la rétraction des CE
et donc la formation d’espaces entre les cellules (Pober et al., 1987) (Petrache et al., 2003).
Les protéines plasmatiques forment une matrice plus dure que celle observée lors de
I'activation de type 1. Cette induration est due a la présence de protéines plus grosses
comme le fibrinogene. Le recrutement des leucocytes est aussi plus efficace que dans
I'activation de type 1 en raison de la synthése de nouvelles protéines : des chimiokines
comme CXCL8 (IL8) et des molécules d’adhésion comme I'E-sélectine. Grace a la
combinaison PAF, CXCLS, E et P sélectines, les leucocytes sont plus efficacement attirés sur

le site inflammé et adhérent plus fermement a I’endothélium activé (Figure 7).



Figure 7. Cascade d’adhérence des leucocytes sur I’endothélium. L'initiation du roulement des leucocytes se
fait par I'intermédiaire des sélectines (E et P-sélectines) qui interagissent avec les molécules PSGL1 et d’autres
ligands glycosylés. Les intégrines participent également au phénomeéne de roulement en permettant une
adhésion plus ferme a I'endothélium. Ainsi, les molécules ICAM-1, VCAM-1 et MADCAM1 exprimées par
I’endothélium se lient respectivement avec les intégrines LFA1 et VLA4 et a,f; présentes a la surface des
leucocytes. Ces interactions permettent I'arrét des leucocytes, suivi de leur étalement et de leur migration
entre ou a travers les cellules endothéliales, notamment grace aux protéines PECAM1 ou CD99. Les molécules
clé de chaque étape sont indiquées dans les cadres. ESAM, endothelial cell-selective adhesion molecule ;
ICAM1, intercellular adhesion molecule 1 ; JAM, junctional adhesion molecule ; LFA1, lymphocyte function-
associated antigen 1 ; MAC1, macrophage antigen 1 ; MACDAM1, mucosal vascular addressin cell_adhesion
molecule 1; PECAM1, platelet endothelial-cell adhesion molecule 1 ; PI3K, phosphoinositide 3-kinase ; VLA4,
very-late antigen 4. D’aprés (Ley et al., 2007)

Une fois initiées, les réponses de |'activation de type 2 vont évoluer dans le temps. La
synthese de I'E-sélectine est spontanément arrétée, malgré la présence continuelle des
chimiokines. D’autres protéines, qui présentent une cinétique d’activation plus lente, vont
prendre le relais avec I'expression de VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) et ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1). La synthése de nouvelles chimiokines, comme la CC-
chimiokine ligand 2 (CCL2 aussi appelé MCP1), et le changement de molécules d’adhésion
favorisent linfiltration des mononucléaires. Un stimulus long, peut également induire
I'apoptose des CE et provoquer une thrombose des vaisseaux altérés. La formation du
thrombus est une étape importante de I'inflammation qui permet d’éviter la dissémination
de linfection. Toutefois elle provoque des lésions endothéliales importantes et des

hémorragies locales.



L'activation de type 2 persiste jusqu’a la disparition des cytokines inflammatoires.
L'élimination du stimulus inflammatoire provient généralement de [|’éradication de
I'infection ou du processus initial. Cependant, I'expression des protéines induites par
I'activation de type 2 peut étre réprimée par des mécanismes de rétrocontrole négatif qui
bloquent le processus inflammatoire, comme par exemple l'inactivation du facteur de

transcription NF kB.

Figure 8. Activation de type 2 au
cours de la réponse inflammatoire
aigué des cellules endothéliales
D’apres (Pober et Sessa, 2007)



La protéine adaptatrice Lnk (SH2B3)

Les cellules possedent des mécanismes évolués leur permettant de convertir des
stimuli environnementaux en réponses biologiques. Ce phénoméne de transmission du
signal, initié par des messagers biologiques comme les hormones ou les facteurs de
croissance, fait intervenir des récepteurs cellulaires capables de reconnaitre le signal initial,
mais également des molécules intracellulaires chargées de transmettre et de transformer ce
stimulus en une réponse biologique.

La classe de protéines dites « adaptatrices » participe a ces cascades de signaux
intracellulaires et contribue a I'élaboration d’'une réponse spécifique et adaptée. Ces
protéines sont capables de moduler la signalisation intracellulaire en régulant les
interactions, constitutives ou inductibles, entre protéines. Pour ce faire, elles possedent des
domaines ou des motifs spécifiques qui leur permettent d’interagir avec leurs cibles
protéiques ou lipidiques. Elles régulent ainsi I'assemblage de complexes multimoléculaires
essentiels a la transmission des signaux extracellulaires. Bien que dépourvues d’activité
enzymatique intrinseéque, elles jouent ainsi un réle essentiel dans la biologie cellulaire. Le
nombre croissant de pathologies associées a des altérations de la fonction des protéines
adaptatrices, atteste de leur importance dans la régulation de nombreux processus

physiologiques (Sugiura et al., 2006) (Badolato et Parolini, 2007) (Oh et al., 2010a).

I. Les protéines adaptatrices de la famille SH2B

1. Structure générale

Les protéines adaptatrices sont généralement composées de plusieurs domaines
d’interaction « protéine-protéine » leur permettant de relier des protéines effectrices et
régulatrices. Lnk (aussi appelée SH2B3) appartient a la famille de molécules adaptatrices
SH2B (Src homology 2-B) contenant SH2B1 (aussi appelée SH2B) et APS (adapter protein with
PH and SH2 domain, aussi appelée SH2B2). Le transcrit de SH2B1 est soumis a un épissage
alternatif en 3’ qui aboutit a quatre isoformes SH2B1 a, B, y et 6 (Nelms et al., 1999a)

(Yousaf et al., 2001). Ces quatre isoformes possedent une région N-terminale ainsi que des



domaines PH et SH2 identiques. lls difféerent uniguement dans leur région C-terminale qui
est plus ou moins longue. Le transcrit de APS, quant a lui, produit deux isoformes SH2B2 a et
B (Li et al., 2007). Les protéines de cette famille possedent une forte homologie de structure,
ainsi que plusieurs domaines d’interaction caractéristiques des molécules adaptatrices : un
domaine riche en proline en N-terminal, suivi d’'un domaine d’homologie a la pleckstrine
(PH), puis d’un domaine SH2 (Src homology 2) et de tyrosines phosphorylables en C-terminal
(Osborne et al., 1995) (Huang et al., 1995) (Yokouchi et al., 1997). Ces protéines possédent
également plusieurs sites riches en proline ainsi qu’un domaine de dimérisation (DD). Ce
dernier possede en son centre un motif phenylalaline zipper permettant la formation
d’homo et/ou d’hétérodiméres (Dhe-Paganon et al.,, 2004) (Nishi et al., 2005). Seule Lnk
semble ne pas pouvoir se lier a APS et SH2B pour former des hétérodimeéres et ne se

trouverait donc que sous forme d’ homodimere (Figure 9).

Figure 9. Structure protéique des membres de la famille SH2B. DD, domaine de dimérisation ; P, région
riche en proline ; Y, tyrosine. D’apres (Maures et al., 2007)

Chaque domaine présente une spécificité d’interaction. Ainsi, le domaine PH se lie aux
phospholipides de la membrane, permettant une localisation membranaire des protéines. Le

domaine SH2 se lie a des résidus tyrosines phosphorylés et les régions riches en proline sont



reconnues par les domaines SH3. Enfin les tyrosines phosphorylées permettent la liaison
avec des protéines possédant un domaine SH2 ou PTB (phosphotyrosine binding).

Les membres de cette famille de protéines sont exprimés dans de nombreux tissus,
suggérant leur réle dans diverses voies de signalisation et processus physiologiques. Ils ont
notamment été identifiés comme impliqués dans la transduction du signal de plusieurs
récepteurs tyrosine kinases comme les récepteurs de l'insuline(Nelms et al., 1999b) (Zhang
et al., 2008) , de I'lGF-1 (insulin-like growth factor I) (Wang et Riedel, 1998), du NGF (nerve
growth factor) (Qian et al., 1998) (Rui et al., 1999), du BDNF (brain-derived neurotrophic
factor (Qian et al., 1998), du GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) (Zhang et al.,
2006), du PDGF (platelet-derived growth factor) (Rui et Carter-Su, 1998), et du FGF
(fibroblast growth factor) (Kong et al., 2002).

2. Laprotéine SH2B1

La protéine SH2B1 a été identifiée pour la premiere fois en 1995 par Osbourne et al. a
partir d’'une banque d’ADNc issue de mastocytes de rat. Cette protéine est exprimée de
fagon ubiquitaire et est majoritairement localisée au niveau de la membrane plasmique (Rui
et Carter-Su, 1998). Une étude de Chen et al. a cependant montré une localisation nucléaire
de la protéine SH2B1 et observé un transport du cytoplasme au noyau, dépendant de Crm-1
(Chen et Carter-Su, 2004).

Durant ces dix dernieres années, plusieurs équipes se sont attachées a déterminer les
fonctions de SH2B1 notamment en identifiant les partenaires moléculaires de cette
protéine. La protéine Janus kinase 2 (JAK2) est une des premiéres a avoir été caractérisée
comme pouvant étre liée a SH2B1 (Rui et al., 1997). Cette protéine est une tyrosine kinase
associée aux récepteurs des cytokines, elle est impliquée dans plusieurs voies de
signalisation responsables principalement de la survie et de la prolifération cellulaire. Des
expériences de co-immunoprécipitation dans des préadipocytes, ont montré que I'activation
de JAK2 par I’'hormone de croissance GH (growth hormone) entraine la liaison de I'isoforme
B de SH2B1 avec JAK2, mais aussi la phosphorylation de SH2B1B au niveau de résidus
tyrosine (Rui et al., 1997). Ce résultat suggere que SH2B1B pourrait étre un substrat de JAK2.
De plus, SH2B1B semble indispensable a la transduction du signal induite par la GH et

médiée par JAK2. En effet, la protéine SH2B1B mutée au niveau des Tyr439 et Tyrd94, ne
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permet par la formation du renflement de la membrane plasmique (ruffling) résultant de la
stimulation par ’lhormone GH. L’hypothése proposée est que la phosphorylation de SH2B1j3
par JAK2, permettrait le recrutement d’une ou de plusieurs protéines, pour le moment non
identifiées, qui lient SH2B1pB au cytosquelette d’actine via les Tyr439 et Tyr494 (O'Brien et
al., 2003). Il a donc été montré que SH2B1 lie JAK2 par son domaine SH2 et potentialise son
activité en réponse a la GH. Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer le controle
de l'activité de JAK2 par SH2B1. Le premier est que la dimérisation de SH2B1 entrainerait la
dimérisation de JAK2 ce qui permettrait d’augmenter son activité (Nishi et al., 2005). Le
second propose que SH2B1 maintienne JAK2, par son interaction, dans un état actif et
augmente ainsi le nombre de molécules JAK2 actives (Kurzer et al., 2006).

D’autres protéines adaptatrices ont été identifiées comme partenaires de SH2B1. Qian
et al. ont montré que SH2B1 co-immunoprécipite avec la petite molécule adaptatrice Grb2,
protéine importante dans la voie de signalisation du NGF dans les neurones (Qian et al.,
1998). Ren et al. ont décrit 'association de SH2B1 avec une autre protéine adaptatrice,
appelée IRS (insulin receptor substrate). Cette protéine active notamment JAK2 en réponse a
la leptine (Ren et al., 2005). La leptine est une hormone, sécrétée par le tissu adipeux, qui
controle ’"homéostasie énergétique. Elle permet de diminuer le poids en régulant I'appétit
par le contrdle de la sensation de satiété, mais aussi en favorisant la dépense énergétique.
La leptine se lie a son récepteur LRb dans les neurones de I'"hypothalamus, cette liaison
active JAK2, qui dans un premier temps, s’'associe a LRb, puis phosphoryle différentes
molécules impliquées dans la voie de signalisation, dont les protéines IRS et STAT3. Il a été
montré que SH2B1 est capable de recruter IRS1 et IRS2 et d’induire la formation d’un
complexe tertiaire composé de JAK2, SH2B1, IRS1 et IRS2. C’'est ainsi que SH2B1 induit la
phosphorylation des protéines IRS qui, a leur tour, activent la voie de la PI3K. SH2B1 contréle
ainsi I'activation de la PI3K induite par la leptine en recrutant les protéines IRS (White, 1998).
La génération de souris KO (Knock-out) pour le locus SH2B1 (SHZBl'/') a révélé plusieurs
fonctions physiologiques de cette molécule et a confirmé son role d’activateur de JAK2. Un
des phénotypes les plus notables est le développement d’une sévere obésité et d'une
hyperphagie chez les souris SH2B17 (Ren et al., 2005). Ces souris sont deux fois plus lourdes
gue les souris wild-type (WT) 21 jours aprés leur naissance. En accord avec le réle de SH2B1
dans I'activation de la voie de la leptine, I'obésité des souris SH2B17 s’accompagne d’une

résistance a la leptine. De méme, SH2B1 a été montrée comme étant un régulateur de la



voie de signalisation de I'insuline (Kotani et al., 1998). En se liant directement avec IRS1 et
IRS2, SH2B1 augmente la sensibilité des récepteurs a I'insuline en amplifiant leur activité
catalytique et en inhibant la déphosphorylation des protéines IRS (Morris et al., 2009)
(Morris et al., 2010). SH2B1 se lie également au récepteur de I'lGF-1 (Wang et Riedel, 1998).
Ainsi, I'ensemble de ces résultats suggére un réle majeur de SH2B1 dans la régulation de
I’'homéostasie énergétique.

Un autre réle potentiel de la protéine SH2B1 est sa participation a I'organisation du
cytosquelette : d’'un co6té par son implication dans la formation de renflement membranaire
induite par la GH et médiée par JAK2, de l'autre par sa capacité a lier la protéine Rac
(Diakonova et al., 2002) par I'intermédiaire de son domaine riche en proline situé en N-
terminal. Rac est une protéine majeure dans la régulation de I'actine, impliquée dans la
formation des lamellipodes et la migration cellulaire. Or SH2B1B endogene est présente
dans les lamellipodes et les filopodes (Diakonova et al., 2002). De plus, il a été récemment
montré que SH2B1B posséde deux sites de liaison a 'actine et que cette protéine peut se lier
aux filaments d’actine in vitro (Rider et al., 2009). L’'ensemble de ces résultats suggere donc
un role pour SH2B1pB dans la régulation du cytosquelette d’actine par une interaction directe

avec l'actine ou par sa liaison avec des protéines intermédiaires.
3. La protéine APS (SH2B2)

La protéine APS a été isolée pour la premiere fois dans une banque d’ADNc issue de
lymphocytes B par la technique de double hybride (Yokouchi et al., 1997). Cette technique a
mis en évidence I'association d’APS avec le récepteur tyrosine kinase c-Kit. Par la suite, il a
été montré qu’APS s’associe puis est phosphorylé par un grand nombre de récepteurs
tyrosine kinase comme le récepteur B du PDGF (Yokouchi et al.,, 1999), le récepteur de
I’érythropoiétine (Wakioka et al., 1999), le récepteur du NGF (TrkA) (Qian et al., 1998) ou
celui de l'insuline (Ahmed et Pillay, 2003). La phosphorylation d’APS permet ensuite son
interaction avec d’autres protéines comme la protéine adaptatrice Grb2 ou la protéine Cbl. A
I'exception du récepteur de l'insuline, la protéine APS régule négativement les voies de
signalisation dans lesquelles elle intervient. Elle induit par exemple la dégradation du

récepteur du PDGF par I'intermédiaire de Cbl qui agit comme une ubiquitine ligase (Yokouchi



et al., 1999). APS est exprimée dans un grand nombre de tissus tels que la rate, la prostate,
les testicules, I'utérus, l'intestin gréle, les muscles squelettiques ou le tissu adipeux.

Le role d’APS en tant que régulateur positif dans la voie de signalisation de I'insuline
reste controversé. Dans un premier temps, il a été montré qu’APS, comme SH2B1, lie via son
domaine SH2, la protéine JAK2 ainsi que le récepteur de l'insuline et augmente I'activation
de ces deux tyrosine kinases (O'Brien et al., 2002). Le récepteur de I'insuline phosphoryle
APS qui se lie alors a c-Cbl. APS est indispensable a la phosphorylation de c-Cbl par le
récepteur de I'insuline et I'activation de la voie c-Cbl/CAP/TC10 (Liu et al., 2003) (Ahn et al.,
2004). Cette voie a été décrite comme étant primordiale dans la translocation du
transporteur de glucose Glut 4 a la membrane et I’entrée de glucose dans les adipocytes (Liu
et al.,, 2002). Ces résultats sont donc en faveur d’une régulation positive d’APS de la
sensibilité a I'insuline et la leptine.

D’un autre coté, APS en recrutant c-Cbl, favorise I'ubiquitination et la dégradation du
récepteur de l'insuline (Ahmed et al., 2000). En accord avec cette idée, Minami et al. ont
montré que la délétion du gene APS augmente la sensibilité a I'insuline chez des jeunes
souris (8-11 semaines) (Minami et al., 2003). Au contraire des premiers résultats, ces études
suggerent donc un role de régulateur négatif d’APS dans la régulation de la sensibilité a
I'insuline.

Cependant, une étude récente réalisée par Li et al., a montré que la délétion d’APS
n’altérait ni I'alimentation, ni la dépense énergétique, ni le poids, ni I'adiposité, ni le niveau
de leptine dans le sérum des souris APS” contrairement a des souris SH2B17" (Li et al., 2006).
Ces observations indiquent qu’APS ne jouerait pas de role important dans la régulation de
I’'homéostasie énergétique. De plus, contrairement a Minami et al., cette étude n’a pas mis
en évidence une augmentation de la sensibilité a I'insuline. Il est toutefois a noter que Li et
al. ont montré que le niveau de leptine et d’insuline est plus bas chez des souris doublement
KO (APS'/'/ SHZBl'/') que chez des souris SH2B1”. Ce résultat suggere qu’APS pourrait
moduler négativement la sensibilité a I'insuline et/ou a la leptine mais uniquement dans

certaines conditions, incluant I'absence d’expression de SH2B1 (Li et al., 2006).

La stimulation des lymphocytes B par leur récepteur BCR (B-cell antigen receptor)
permet la phosphorylation de résidus tyrosine d’un grand nombre de protéines. L’activation

de ces protéines entraine, par la suite, une cascade de modifications biochimiques initiant la



prolifération, la différentiation ou l'inhibition du développement des lymphocytes B. APS a
été identifiée comme étant l'une de ces protéines. En effet, la protéine APS est
phosphorylée au niveau de ses tyrosines suite a I'activation du BCR (Yokouchi et al., 1997)
(Moodie et al., 1999). Les souris transgéniques surexprimant APS (APS-Tg) présentent un
nombre réduit de lymphocytes B-1 péritonéaux et de lymphocytes B spléniques. De plus, la
transition du stade grande cellule pré-B au stade petite cellule pré-B, dépendant du
récepteur pré-BCR, est diminuée, tout comme la prolifération des lymphocytes B matures,
induite par 'activation du BCR. APS joue donc le rble de régulateur négatif de la voie de
signalisation des récepteurs pré-BCR et BCR (Iseki et al., 2005). Le mécanisme par lequel APS
inhibe I'activation de ces récepteurs n’est actuellement pas connu. Une des hypothéses
avancées serait qu’APS modifierait le cytosquelette d’actine, et ainsi régulerait la
transduction du signal induisant la prolifération et I'apoptose des lymphocytes B. En effet,
plusieurs éléments laissent penser qu’APS joue un réle dans I'organisation de I'actine. Il a été
observé qu’en I'absence d’APS, le nombre de cellules B-1 augmente alors que le nombre de
filaments d’actine (F-actine) présents dans ces cellules diminue (Iseki et al., 2004). De plus,
les mastocytes présents dans la moelle osseuse de souris KO pour le locus APS présentent
également une diminution de la F-actine (Kubo-Akashi et al., 2004). Inversement, la F-actine
des cellules des souris APS-Tg est augmentée et APS co-localise avec le complexe BCR et
I'actine (Iseki et al., 2004). Il apparait donc possible que la protéine APS régule la voie de
signalisation induite par le BCR en contrélant la réorganisation de I’actine.

D’autres études confirment le rbéle de cette protéine dans la régulation du
cytosquelette d’actine. En effet, il a été montré qu’APS lie Vav3, un facteur d’échange de
nucléotides guanyliques pour Rac et d’autres GTPases de la famille de Rho (Yabana et
Shibuya, 2002). Il a également été montré que le domaine N-terminal d’APS s’associe a la
protéine Enigma et que l'insuline favorise la formation de ce complexe (Barrés et al., 2005).
Enigma est une protéine possédant des domaines PDZ et LIM, elle est décrite comme
s’associant avec l'actine. Le complexe Enigma-APS est localisé dans les renflements
membranaires d’actine (ruffle) et participe a la translocation du transporteur de glucose Glut
4, induite par l'insuline, en régulant le remodelage de I’actine corticale dans les adipocytes
(Barrés et al., 2006).

Les protéines SH2B1 et APS présentent une grande homologie de structure et

semblent impliquées dans des voies de signalisation communes comme celles de I'insuline,



de la leptine ou dans la régulation de I'actine. Méme si elles peuvent avoir des partenaires
moléculaires communs tels que JAK2, leurs actions sont parfois opposées comme dans la
voie de linsuline ou SH2B1 joue un réle de régulateur positif alors que les récentes études
montrent un role de régulateur négatif pour APS. Cependant, 'activité de ces deux protéines
semble liée et il est a envisager qu’une régulation commune et/ou interdépendante existe.
En effet, I'isoforme B d’APS, noté SH2B2f, semble étre un inhibiteur endogene de SH2B1
et/ou de SH2B2a. Une étude a montré que SH2B2B diminue la capacité de SH2B1 a
promouvoir I'activation de JAK2. De plus, SH2B2p inhibe de fagon significative la voie de
signalisation induite par l'insuline ainsi que la phosphorylation d’IRS-1 in vitro (Li et al.,
2007). L'examen d’animaux simples ou doubles KO (APS'/'/ SHZBl'/') devrait permettre de

confirmer et de mieux comprendre ces mécanismes.

IL. Les fonctions de Lnk dans les cellules d’origine hématopoiétique

La protéine Lnk, comme les autres membres de la famille SH2B, joue un role dans la
régulation d’hormones et de cytokines. Cette protéine est majoritairement exprimée dans
les organes lymphoides secondaires (rate, ganglions) mais son expression, bien que plus
faible, est également détectée dans l'intestin gréle, les poumons, le cerveau, les testicules et
le coeur chez le rat. Chez ’'homme, le géne codant pour la protéine Lnk est située sur le
chromosome 12 au niveau du locus q24. Lnk humain est une protéine de 575 acides aminés
et de poids apparent en SDS-PAGE de 68 kDa. Plusieurs analyses génétiques ont révélé
I'existence de variants de Lnk et des études d’association de loci ont montré qu’un
polymorphisme de Lnk (rs653178) était associé a de nombreuses pathologies : des maladies
auto-immunes telles que le lupus érythémateux systémique (Gateva et al., 2009), la maladie
ceeliague (Amundsen et al., 2010) (Hunt et al., 2008), I'asthme (Gudbjartsson et al., 2009), le
diabete de type 1 (Cooper et al., 2009) ou la sclérose en plaque (Alcina et al., 2010) mais
aussi I’hypertension artérielle (Newton-Cheh et al., 2009) (Levy et al., 2009) ou l'infarctus du
myocarde (Gudbjartsson et al., 2009). Les fonctions de Lnk sont principalement décrites dans
les cellules d’origine hématopoiétique comme les HSC, les lymphocytes B et T, et les

plaguettes. La protéine Lnk a été pour la premiere fois décrite et caractérisée dans les



lymphocytes T, c’est pourquoi le réle de Lnk dans les lymphocytes, sera le premier a étre

abordé dans ce travail.

1. Roles de Lnk dans les cellules lymphoides

a. Leslymphocytes T

La protéine Lnk a été pour la premiere fois mise en évidence par la technique de
double hybride réalisée a partir d’'une banque d’ADNc issue de ganglions de rat (Huang et al.,
1995). Dans cette étude, Huang et al. ont montré que Lnk est phosphorylée au niveau de ses
résidus tyrosine suite a I'activation du récepteur des lymphocytes T (TCR). La stimulation du
TCR conduit a I'activation d’un grand nombre de voies de signalisation, initiée notamment
par la phospholipase C,3, la PI3K et Grb2. Des protéines adaptatrices telles que Vav ou Shc
permettent de faire le lien entre le TCR et les voies de signalisation. Par
immunoprécipitation, Lnk a été identifiée comme se liant aux protéines phospholipase C,;,
PI3K et Grb2 apres I'activation du TCR, suggérant un rble de Lnk dans la transduction du
signal induit par le TCR.

Ultérieurement, ce résultat a été confirmé chez 'homme apres le clonage de la
protéine humaine et sa caractérisation par Li et al (Li et al., 2000). Cette étude a montré que
dans les lymphocytes T (LT) in vitro, Lnk peut étre phosphorylé par la protéine tyrosine
kinase p56'°k, protéine de la famille Src activée par le TCR et impliquée dans la transduction
du signal induit par le TCR. Lnk phosphorylée s’associe ensuite a la chaine { du TCR par son
domaine SH2. Ces travaux ont également montré que Lnk inhibe I'activation du facteur de
transcription NF-AT (nuclear factor for activated T cell) induite par le TCR par un mécanisme
actuellement non identifié. Lnk semble donc jouer le réle d’inhibiteur de I'activation des
lymphocytes T, en participant a la régulation du signal induit par le TCR (Levy et al., 2009).

U'étude de souris Lnk”" par Takaki et al. n’a pas montré de différence dans le
développement et le nombre de lymphocytes T (LT) en comparaison a des souris WT (Takaki
et al., 2000). Cependant, la génération de souris transgéniques pour Lnk, a montré que la
surexpression de Lnk dans le thymus bloque le développement des précurseurs des LT (pro-
LT) et entraine une diminution du nombre de LT en périphérie, suggérant une action

inhibitrice de la lymphopoiese (Takaki et al., 2003).

b. Les lymphocytes B



Le développement des lymphocytes B (LB) comporte une série d’étapes de
différentiation. Initiée par la cellule souche hématopoiétique, elles conduisent au
lymphocyte B immature (8220'° Ithi), en passant par le stade pré pro-B, puis pro-B et enfin
pré-B (B220"° IgM). Le laboratoire de Perlmutter a été le premier a générer des souris Lnk”
(Takaki et al., 2000). Si aucune différence n’a été observée dans la population des LT, une
accumulation splénique importante des précurseurs des LB a été remarquée chez ces
animaux. De plus, le nombre de cellules pro-B et pré-B est augmenté de facon importante
dans la moelle osseuse des souris Lnk'/', tout comme le nombre de lymphocytes B. A I'état
basal, Lnk semble donc capable de restreindre I'expansion de la population des précurseurs
des LB durant la lymphopoiése (Takaki et al., 2000). La différentiation des LB est régulée par
des facteurs de croissance. Les auteurs ont donc cherché le récepteur de facteur de
croissance dont la fonction serait altérée par I'absence de Lnk. Ainsi Takaki et al. ont
démontré que les précurseurs des LB Lnk”" sont plus sensibles au SCF que des précurseurs
issus de souris WT. En effet, le nombre et la taille des colonies, induites par la stimulation au
SCF, sont augmentés chez les cellules issues de la moelle osseuse de souris Lnk” comparées
au WT. Le facteur de croissance SCF a pour récepteur c-kit, point de départ de la voie de
signalisation dans les cellules. Comme APS, Lnk est phosphorylée et s’associe a c-kit (Takaki
et al., 2002). Méme si la démonstration n’a pas été faite que le SCF est le facteur principal
responsable du phénotype observé in vivo, ces expériences in vitro désignent Lnk comme un
régulateur négatif du récepteur c-kit, responsable de la prolifération des précurseurs des LB
(Takaki et al., 2000).

Afin de mieux caractériser le réle de Lnk dans la lymphopoiese, cette méme équipe a
généré des souris transgéniques pour Lnk (Takaki et al., 2003). Au contraire du KO, la
surexpression de Lnk entraine une diminution de I’expansion des précurseurs des LB. Le taux
de cellules pro-B dans la moelle osseuse diminue proportionnellement a I'expression de Lnk.
La surexpression de Lnk a également des conséquences sur les lymphocytes périphériques :
dans la rate, le nombre total de cellules B est diminué et la sous population de lymphocytes
B immatures T1 (transitional T1) ne prolifére plus, avec un blocage en phase G0-G1 de leur
cycle cellulaire (Takaki et al., 2003). Ainsi, la surexpression de Lnk dans les cellules B

spléniques empéche la maturation et la prolifération des LB.



L'ensemble de ces résultats démontre que Lnk est un régulateur négatif de la
lymphopoiése. La surexpression de Lnk dans les précurseurs lymphocytaires entraine la
diminution du nombre de cellules B et T. L’expansion des précurseurs pro-B dans la moelle
osseuse, et des pro-T dans le thymus, est diminuée lors de la surexpression de Lnk. Au
contraire, les souris Lnk”" présentent une surproduction de cellules B en raison d’une
hypersensibilité des précurseurs au SCF. Etonnamment, aucune différence dans le
développement des LT ou dans leur expansion dans le thymus n’a été observée chez ces
souris Lnk”". Les cellules B expriment plus fortement Lnk que les cellules T (Takaki et al.,
1997). La différence d’expression endogéne peut étre a I'origine des différences observées
entre les cellules B et T. Lnk pourrait agir dans ces deux types cellulaires, mais les cellules B,
qui expriment plus fortement la protéine, seraient controlées de facon plus stringente par
Lnk. 1l est aussi possible que les autres protéines de la famille SH2B, SH2B1 ou APS,
compensent I'absence de Lnk. Cependant, APS n’est pas exprimée par la lignée des T, et
SH2B1 est connue pour son role d’activateur des récepteurs ou des voies de signalisation
alors que Lnk est clairement montrée comme un inhibiteur de la lymphopoiese. La
génération de souris double KO Lnk'/'/ SH2B17 pourrait permettre de mieux comprendre les

mécanismes de régulation mis en jeu.

2. Réles de Lnk dans les HSC et les progéniteurs hématopoiétiques

Au vu des premiers résultats montrant une activité spécifique de Lnk dans les
lymphocytes, plusieurs équipes se sont intéressées au rble de cette protéine dans les autres
cellules d’origine hématopoiétique, notamment dans les HSC et les progéniteurs. Il a été
observé que les souris KO pour Lnk (Lnk'/') présentent une splénomégalie en raison d’une
augmentation importante des précurseurs des lymphocytes B mais aussi des progéniteurs

hématopoiétiques ainsi que des HSC (Takaki et al., 2002) (Velazquez et al., 2002).



De plus, la capacité de prolifération in vitro des Rates de SOUFiS
progéniteurs hématopoiétiques Lnk” est fortement
augmentée, en raison d’une hypersensibilité a plusieurs
cytokines comme le SCF, I'lL-3 ou I'lL-7 (Velazquez et al.,
2002). En accord avec ces résultats, Lnk est fortement

exprimée dans les cellules multipotentes ainsi que dans les

précurseurs de la lignée hématopoiétique, suggérant un role
-/- + [+
important pour Lnk dans I’hématopoiese (Takaki et al., Lnk/ I-nk/

2002). Figure 10. Splénomégalie des souris tnk”

Takaki et al. ont montré que Lnk est phosphorylée et s’associe a c-kit, le récepteur du
SCF (Takaki et al., 2002). Comme d’autres récepteurs tyrosine kinases, la stimulation de c-kit
par la fixation de SCF entraine la dimérisation, la phosphorylation et le recrutement de
nombreuses protéines tyrosine phosphorylées, comme la PI3K et PKB/Akt, qui protegent les
cellules de I'apoptose, et Gab2 qui conduit a I'activation de la voie des MAP kinases (MAPK,
Mitogen-activated protein kinase) (Linnekin, 1999). Par son interaction, Lnk inhibe
spécifiguement la prolifération induite par c-kit, en atténuant la phosphorylation de Gab2 et
I’activation de la voie des p42-44 MAPK (ERK1/2) (Takaki et al., 2002).

Lnk semble également impliqué dans les voies de signalisation d’autres régulateurs des
HSC. Il a été montré que Lnk régule négativement le renouvellement des HSC en inhibant le
signal induit par la thrombopoiétine (Tpo). Les HSC Lnk”" montrent une hypersensibilité a la
Tpo, accompagnée d’'une augmentation de l'activation par phosphorylation d’Akt et de
STATS et d’une diminution de la phosphorylation de p38 MAPK (Seita et al., 2007). Kato et al.
ont montré que l'activation continue de STAT5 est un élément majeur dans le
développement de maladies myéloprolifératives dues a une augmentation du nombre des
HSC (Kato et al., 2005). Akt est connu pour faciliter la progression du cycle cellulaire et la
suppression de |'apoptose (Alvarez et al., 2001). Quant a la voie p38 MAPK, elle participe
également au contréle du cycle cellulaire et en serait un régulateur négatif (Bulavin et al.,
2004). 'ensemble de ces modifications, résultant de I'absence de Lnk, favoriserait donc le
potentiel d’auto-renouvellement des HSC.

Lnk, comme I'ensemble des membres de la famille SH2B, est phosphorylée et se lie a

JAK2. Dans les HSC, la protéine Lnk est un inhibiteur de I'activation de JAK2 suite a une



stimulation par la Tpo. En effet, les HSC Lnk” présentent une plus forte activation de JAK2 en
réponse a une stimulation a la Tpo, comparé a des HSC WT (Bersenev et al., 2008). JAK2 est
également impliqué dans la voie de signalisation de I’érythropoiétine (Epo), le principal
régulateur du développement des cellules sanguines. Chez les souris déficientes en Lnk, les
progéniteurs érythroides sont hypersensibles a I'Epo, confirmant le role inhibiteur de Lnk
dans I'activation de JAK2 et ainsi du récepteur de I'Epo (EpoR). Comme dans la voie de
signalisation de la Tpo, Lnk bloque 3 voies majeures activées par I'Epo : STAT5, Akt et les

MAPK.

La mutation de JAK2 (JAK2V617F), fréquemment retrouvée chez des patients
présentant des syndromes myéloprolifératifs, transforme les cellules hématopoiétiques
dont la prolifération devient anarchique car indépendante des cytokines. Lnk se lie a JAK2
mais également a JAK2V617F et régule négativement I'activité des deux protéines. Il a été
démontré in vitro que I'expression ectopique de Lnk inhibe la prolifération de cellules
hématopoiétiques exprimant JAK2V617F. De plus, Lnk inhibe in vitro |’expansion
clonogénique, I'hypersensibilité aux cytokines et donc la transformation des cellules
myéloides primaires (Gery et al., 2009). Au contraire, 'absence de Lnk accélere et exacerbe
le développement du syndrome myéloprolifératif chez la souris, en ne limitant plus la
multiplication des progéniteurs hématopoiétiques et des HSC, par son action sur JAK2
(Bersenev et al., 2010). Paradoxalement, le niveau d’expression de Lnk est plus élevé chez les
patients présentant un syndrome myéloprolifératif (Gery et al.,, 2007) (Gery et al., 2009).
Gery et al. suggerent la participation de Lnk a une boucle de rétrocontréle négatif :
I’expression de Lnk serait induite par JAK2 activé et en retour inhiberait la voie de JAK2 (Gery
et al., 2009). De méme, une mutation du récepteur de la Tpo, nommé MPLW515L/K, a été
décrite chez des patients présentant des syndromes myéloprolifératifs et semble étre
régulée négativement par Lnk (Gery et al., 2007). Enfin, une étude récente a répertorié chez
deux patients présentant la mutation JAK2V617F et atteints de syndrome myéloprolifératif,
une mutation de Lnk. Ces mutations, différentes chez les patients, participent toutes deux a

la dérégulation de la voie JAK-STAT (Oh et al., 2010b).

Ainsi, Lnk controle I’'expansion des progéniteurs hématopoiétiques a un stade précoce,
et pourrait étre une cible intéressante pour I'amplification de HSC ou de progéniteurs dans

le but de traiter des pathologies hématologiques, notamment par transplantation de moelle



osseuse. En effet, non seulement les HSC Lnk” ont la capacité de proliférer tres rapidement,
mais encore, comme I'ont montré Takizawa et al., ces cellules s'implantent plus facilement
et permettent la reconstitution compléte du compartiment lymphoide de souris
immunodéficientes (Takizawa et al., 2006). Cependant, I'action antiproliférative de Lnk
pourrait étre indispensable au développement non pathologique des HSC et la suppression

de cette molécule régulatrice pourrait s’avérer délétere.

3. Roles de Lnk dans les cellules myéloides

a. Les mastocytes

Comme précédemment décrit, Lnk est connue pour son role d’inhibiteur de la voie de
signalisation du SCF. Cependant, les mécanismes moléculaires mis en jeu ne sont
actuellemnt pas définis. L'étude récente de I'équipe de Velazquez a montré que dans les
mastocytes, Lnk se lie directement et préférentiellement au résidu tyrosine 567 du
récepteur c-kit par I'intermédiaire de son domaine SH2 (Simon et al., 2008). L’utilisation de
mastocytes, issus de la moelle osseuse de souris Lnk'/', a montré que Lnk diminue la
prolifération des mastocytes induite par le SCF, en diminuant l'activité des voies de
signalisation des MAPK et de c-jun. De plus, on observe une augmentation importante de la
migration des mastocytes Lnk'/', par chimiotaxie induite par le SCF, démontrant un nouveau
role pour Lnk, celui d’inhibiteur de la migration. Cette régulation semble étre liée a la voie
p38 MAPK ainsi qu’a l'activité de Rac. Ces résultats démontrent donc que Lnk, par son
interaction avec le récepteur c-kit, inhibe spécifiguement les voies de signalisation du SCF

impliquées dans la migration et la prolifération des mastocytes.

b. Les mégacaryocytes et les plaquettes

Outre I'accumulation importante de cellules B immatures, les souris Lnk”" présentent
une thrombocytose (cing fois plus de plaquettes circulantes). Le nombre de précurseurs
mégacaryocytiques est significativement augmenté dans la rate des souris Lnk’/’, et la taille
des colonies dérivées de ces progéniteurs est également plus importante (Velazquez et al.,
2002b). Ces résultats indiquent que les cellules progénitrices des souris Lnk” sont
hypersensibles aux facteurs de croissances impliqués dans leur expansion. La Tpo est une
cytokine primordiale dans le développement des mégacaryocytes et la production

plaquettaire. Elle active, par son récepteur c-mpl, différentes voies et activateurs de



transcription comme STAT3, STAT5, PI3K, et p42-44 MAPK. Il a été montré que Lnk bloque le
développement des mégacaryocytes induit par la Tpo, en réduisant la taille et la ploidie de
ces cellules in vitro. De plus, les mégacaryocytes Lnk” issus de la moelle ou de la rate,
montrent une plus grande sensibilité a la Tpo, avec une induction prolongée de STAT3,
STATS5, PI3K, et p42-44 MAPK. Au contraire, la surexpression de Lnk atténue I'activation de
STATS et de p42-44 MAPK normalement observée apres stimulation. Enfin, le domaine SH2
est essentiel aux fonctions régulatrices de Lnk alors que les tyrosines situées en C-terminal
semblent étre inutiles. Le domaine SH2, quant a lui, contribue mais n’est pas indispensable a
I'inhibition du développement des mégacaryocytes (Tong et al., 2005). Ainsi, Lnk régule
négativement la voie de signalisation du récepteur mpl et joueun role important dans la
mégacaryocytopoiése médiée par la Tpo in vivo.

Lnk semble également contribuer a la maturation des mégacaryocytes via une
régulation des signaux médiés par les cytokines, mais aussi par les intégrines. Dans la moelle
osseuse, les mégacaryocytes sont en contact avec la face basale de I'endothélium. Dans
cette position, ces cellules émettent de longs pseudopodes appelés proplaquettes, qui
traversent la barriere endothéliale et donneront par la suite naissance aux plaquettes
(Tavassoli et Aoki, 1989) (Radley et Haller, 1982). Une étape critique de la thrombopoiese est
la migration des mégacaryocytes et leur adhésion aux cellules endothéliales. Ce processus
est régulé par un grand nombre de chimiokines et de cytokines mais aussi par des
interactions avec des molécules d’adhérence (VCAM-1) et des protéines de la MEC, comme
le collagéne. Toutefois, le mécanisme exact régulant la libération des plaquettes par les
mégacaryocytes reste méconnu. Il a été montré que les mégacaryocytes issus de souris WT
présentent une diminution de la phosphorylation de STAT5 et de p42-44 MAPK induite par la
Tpo lorsqu’ils interagissent avec VCAM-1. En revanche, les mégacaryocytes Lnk”" ne sont pas
sensibles a l'interaction avec VCAM-1, et ne présentent pas de diminution de la
phosphorylation des voies dépendantes de la Tpo. De plus, la présence de VCAM-1 dans la
culture accélere la libération de plaquettes par les mégacaryocytes matures WT, alors que
cette molécule d’adhésion est sans effet sur les mégacaryocytes Lnk”" (Takizawa et al., 2008).
Ces résultats suggérent que le contact entre la molécule d’adhésion VCAM-1 des CE et
I'intégrine VLA4 des mégacaryocytes, pourrait contribuer a la libération de plaquettes, et

serait sous le contréle de Lnk.



Une autre fonction surprenante de Lnk est sa capacité a stabiliser la formation du
thrombus in vivo. La nature des événements cellulaires permettant la formation du
thrombus plaquettaire reste peu connue en raison de la difficulté de I'analyse in vivo de ce
processus. Lorsqu’elles sont activées, les plaquettes sécrétent des médiateurs solubles qui
permettent le recrutement de nouvelles plaquettes, leur agrégation et la formation du
thrombus. L’activation plaquettaire est induite par plusieurs voies de signalisation dont celle
de l'intégrine allbB3 (Shattil et Newman, 2004), qui conduit a sa liaison avec le fibrinogéne
ou le VWF. Plusieurs protéines kinases ou adaptatrices sont connues pour participer a
I'assemblage du complexe de signalisation de I'intégrine allbB3 comme Syk, c-Src, Fyn ou
Fyb. Ces interactions induisent la modification du cytosquelette et permettent I'étalement
(spreading) et la stabilisation du thrombus plaquettaire : ce processus est nommé outside-in
signaling. Par une technique d’imagerie intravitale, Takizawa et al. ont observé la formation
de thrombus chez des souris WT et Lnk”" (Takizawa et al., 2010). lls ont ainsi constaté que les
plaguettes Lnk”" s’étalent moins sur le fibrinogene et forment plus difficilement un caillot
sanguin que les plaquettes WT. De plus, la phosphorylation de la sous-unité de I'intégrine B3
est diminuée, ainsi que la liaison de Fyn a l'intégrine allbB3 dans les plaquettes Lnk”". Ces
résultats montrent que Lnk régule la signalisation outside-in de l'intégrine allbB3 en
participant a la formation du complexe comprenant l'intégrine allbB3 et Fyn, aboutissant

ainsi a la stabilisation du thrombus in vivo.

L’ensemble des fonctions de Lnk et des mécanismes identifiés dans les cellules

d’origine hématopoiétique, est répertorié dans le tableau ci-dessous (Figure 11)



Figure 11. Fonctions de Lnk dans les cellules d’origine hématopoiétique. Rcp, Récepteur ; ND, non déterminé.

SH2B1, APS et Lnk peuvent donc agir sur des régulateurs et des voies de signalisation
communs, le meilleur exemple étant la régulation de I'activation de la protéine kinase JAK2
réalisée par les trois protéines de la famille SH2B. Cependant, leurs actions semblent étre
différentes et parfois opposées. En effet, si Lnk et APS sont généralement des régulateurs
négatifs, la protéine SH2B1 a une fonction d’activateur dans toutes les voies dans lesquelles
elle est impliquée. Ainsi, les réles complexes et parfois ambigus de ces protéines et
I'existence de nombreuses isoformes rendent difficile I'étude de leurs fonctions
physiologiques chez les mammiferes. Lnk est la seule protéine de la famille SH2B a étre
exprimée chez la drosophile, et les travaux réalisés sur cet insecte ont révélé un réle
inattendu pour Lnk dans la voie de I'insuline et de I'lGF-1 nommée ISS (Insulin/insulin-like
growth factor signaling) (Werz et al., 2009). Cette voie est connue pour contréler la taille, le
développement, le métabolisme, la reproduction et la longévité des drosophiles. Les

drosophiles ayant un défaut dans la transduction de I’ISS, sont plus petites et possedent un



plus petit nombre de cellules. Les drosophiles Lnk”" ont un phénotype proche puisqu’elles
sont viables mais de petite taille, avec un retard de développement, une stérilité des
femelles et une accumulation de lipides. De plus, elles présentent une diminution
importante de I'ISS. Chez la drosophile, Lnk agit entre le récepteur de l'insuline et la PI3K
dans la cacade de I'ISS et est nécessaire a la fonction de chico, ’lhomologue de IRS. De plus,
le double KO Lnk” / Chico” est létal (Werz et al., 2009). L'analyse phénotypique des
drosophiles mutantes a révélé que la perte de la fonction de Lnk permet une augmentation
de la durée de vie et de la survie liée au stress oxydatif et a la privation de nourriture (Slack
et al., 2010). Cette résistance a la privation de nourriture est associée a I'augmentation des
réserves lipidiques démontrant un défaut métabolique chez ces insectes. Ce role dans la
régulation de ’lhoméostasie métabolique n’a pas été observé chez la souris Lnk”" alors que
I'analyse des phénotypes des souris SH2B1” et APS” a prouvé l'implication de ces deux
protéines dans les voies de l'insuline et de la leptine. Les différences observées entre
drosophile et souris pourraient avoir plusieurs origines. Chez la souris Lnk'/', les autres
protéines de la famille SH2B, SH2B1 et/ou APS, compensent peut étre 'absence de Lnk et
masque ainsi la fonction physiologique de Lnk dans la voie de linsuline. Mais il est
également probable que chez la drosophile, la protéine ancestrale Lnk possede des fonctions

plus larges englobant le role des trois protéines présentes chez les mammiféeres.

IIl. Les fonctions de Lnk dans les cellules endothéliales

L'expression de Lnk dans les CE a été pour la premiére fois mise en évidence par notre
équipe lors d’'une étude comparant le niveau d’expression de genes entre des CE au repos et
activées (Boulday et al., 2002). Ces travaux ont été les premiers a montrer une expression de
la protéine Lnk dans des cellules autres que d’origine hématopoiétique. Les rbles importants
joués par Lnk dans la différentiation et la maturation de la lignée hématopoiétique, ont
logiguement conduit a s’interroger sur une implication potentielle de Lnk dans les fonctions

endothéliales.

1. Rdles de Lnk dans les progéniteurs endothéliaux



Une étude sur le développement embryonnaire de souris réalisée par Nobuhisa et al.,
a montré que les CE tapissant l'aorte dorsale expriment Lnk entre le jour 9,5 et 11,5
(Nobuhisa et al., 2003). Chez I'embryon de souris entre le jour 10,5 et 11 de gestation, les
premieres HSC définitives émergent de fagon autonome dans la région de I’Aorte-Gonade-
Mésonéphros (AGM). Lnk est donc exprimée dans la région de I’AGM au moment de
I’hématopoiese embryonnaire. In vitro, la différentiation des cellules souches embryonnaires
donne naissance a la population définitive des cellules hématopoiétiques via les précurseurs
endothéliaux. Ainsi les HSC, dans les stades précoces de I’hématopoiése, proviendraient de
la différentiation des précurseurs endothéliaux et/ou des hémangioblastes, précurseurs
communs aux cellules hématopoiétiques et endothéliales (Ogawa et al., 1999) (Chung et al.,
2002). Or, Nobuhisa et al. ont également démontré que la surexpression de Lnk dans les
précurseurs endothéliaux inhibe I'’émergence des HSC. Lnk serait donc un régulateur négatif
de I’hématopoiése embryonnaire de la région de I’AGM. De plus, la culture de cellules
embryonnaires (J11,5) de souris issues de la région AGM en présence de cytokines comme le
SCF, le bFGF ou l'oncostatine, permet d’obtenir des cellules endothéliales aprés quelques
jours de culture, puis des progéniteurs hématopoiétiques (Mukouyama et al., 1998).
Nobuhisa et al. ont également montré que la suppression de la liaison entre Lnk et le
récepteur c-kit aprés stimulation au SCF, levait I'inhibition du développement des cellules
hématopoiétiques induite par Lnk. Il apparait donc que Lnk régule négativement la voie de
signalisation du SCF/c-kit dans les précurseurs endothéliaux et inhibe ainsi I’hématopoiése
embryonnaire de la région AGM (Nobuhisa et al., 2003).

La population des cellules de la moelle osseuse nommée KSL (c-kit-positive, Sca-1
positive, lineage marker-negative) représente une fraction de HSC mais semble également
étre une source de progéniteurs endothéliaux, avec une proportion de cellules KSL capable
de se différencier en cellule endothéliale et contribuer a la vasculogeneése in vivo (Sata et al.,
2002). Plusieurs études ont révélé que la transplantation de cellules circulantes CD34
positives contenant des HSC et des progéniteurs endothéliaux favorise la réparation et la
régénération du systeme nerveux central (Asahara et al., 1997)(Taguchi et al., 2004). Comme
précédemment décrit, Lnk est connue pour étre un régulateur clé de la prolifération des HSC
en inhibant la voie de signalisation du SCF (Takaki et al., 2002) et de la Tpo (Seita et al.,
2007). Une étude récente a confirmé I'expression de Lnk dans les cellules KSL mais a aussi

démontré que les cellules KSL Lnk”" in vitro forment plus de colonies de progéniteurs



endothéliaux que des cellules KSL WT. L’administration in vivo de cellules KSL WT chez une
souris présentant une lésion de la moelle épiniere, augmente I'angiogenése, I'astrogliose et
le recouvrement fonctionnel consécutif a la lésion. L'injection de cellules KSL Lnk”" est
encore plus efficace pour induire I'ensemble de ces processus régénératifs. Ces résultats
suggerent que la suppression de Lnk renforce la différentiation des cellules KSL vers la lignée
endothéliale. L'augmentation des progéniteurs endothéliaux permettrait alors d’accélérer la
vitesse de réparation d’une lésion de la moelle épiniére en favorisant le processus
d’angiogenese et d’astrogliose (Kamei et al., 2010). De méme, I’hypothese selon laquelle
I'inhibition de Lnk permettrait d’augmenter la néovascularisation postnatale par
I'accroissement du potentiel de régénération des progéniteurs endothéliaux, a été testée
dans un modele d’ischémie de la patte chez la souris. Il a ainsi été observé que chez les
souris Lnk'/', la perfusion et la néovascularisation de la patte ischémiée sont augmentées en
comparaison des souris WT, principalement en raison d’une prolifération et d’une
mobilisation des progéniteurs endothéliaux plus importantes (Kwon et al., 2009). Enfin, un
dernier modele in vivo de rétinopathie induite par I'oxygene a été testé chez des souris Lnk”
et a montré que ces souris présentaient une augmentation de la néovascularisation de la
rétine et de la maturation du réseau d’astrocytes comparées a des souris WT.

Ces dix dernieres années, plusieurs fonctions majeures de Lnk ont été identifiées dans
le contréle du développement des progéniteurs endothéliaux, tant chez la souris adulte
gu’au cours du développement embryonnaire. Tout comme dans les cellules
hématopoiétiques, Lnk régule négativement la voie de signalisation du SCF/c-kit dans les
précurseurs endothéliaux et inhibe ainsi I’'hématopoiése embryonnaire. Cette régulation de
la voie de signalisation du récepteur c-kit semble également étre a I'origine de I'inhibition de
I'expansion des progéniteurs endothéliaux induite par Lnk observée in vitro. De plus, la
suppression de l'expression de Lnk favorise la différentiation des cellules souches et
progénitrices vers la lignée endothéliale. Les modeles in vivo ont permis de confirmer le role
de Lnk dans la régénération vasculaire et plus particulierement dans le contrble de
I'expansion, la différentiation endothéliale, la mobilisation et le recrutement des
progéniteurs endothéliaux. Ainsi, Lnk contrélerait non seulement I'expansion des HSC dans
la moelle osseuse mais également la différentiation d’'une partie de ces cellules nécessaire a

la vasculogenése des tissus ischémiques.



2. Roles de Lnk dans les cellules endothéliales différenciées

Dans le but d’identifier de nouvelles cibles moléculaires impliquées dans la dysfonction
endothéliale, notre équipe a réalisé, il y a plusieurs années, une étude comparant
I'expression de genes de cellules au repos a celle de cellules activées par différents stimuli
pro-inflammatoires. Le modele in vitro utilisait des CE porcines (PAEC) stimulées par du
TNFa, du LPS ou du sérum humain contenant les anticorps naturels xénogéniques (ANX).
Cette étape d’activation était suivie de I'extraction des ARN totaux. C’'est ainsi que I'analyse
de I'expression des genes par RNA differential display puis par reverse-Nothern blot a mis en
évidence un panel de cDNA différemment exprimés lors de I’activation endothéliale, parmi
lesquels figurait la protéine Lnk (Boulday et al., 2002). En effet, 'ARNm et la protéine Lnk
sont surexprimés lors de I'activation de PAEC par les différents stimuli inflammatoires testés
(TNFa, LPS ou ANX), suggérant un rdle pour cette molécule dans I’activation endothéliale.
Par la suite, ce résultat a été confirmé dans les CE humaines (Fitau et al., 2006)(Wan et al.,
2007). Ce projet initié par Gwénola Boulday a été poursuivi par Juliette Fitau qui a cherché a
définir le role de Lnk et plus particulierement a tenter de déterminer si son induction au
cours de l'activation endothéliale est associée a une régulation positive ou négative de la
voie du TNFa. Ses résultats indiquent que la surexpression de Lnk, obtenue par transduction
a I'aide d’un adénovirus recombinant, réduit de facon significative I'activation endothéliale
en réponse au TNFa, phénomeéne revélé par la diminution de I'expression de VCAM-1 et de
I'E-sélectine. De plus, la surexpression de Lnk bloque la phosphorylation de p42-44 MAPK
induite par le TNFa et I'inhibition chimique de la voie p42-44 MAPK entraine une diminution
de l'expression de VCAM-1 induite par le TNFa. Il apparait donc que Lnk régule
négativement la voie du TNFa en inhibant la phosphorylation de p42-44 MAPK (Fitau et al.,
2006). Enfin, Fitau et al. ont également démontré que I'expression de Lnk est associée a une
forte phosphorylation de la kinase Akt (sérine 473). Cette phosphorylation, traduisant
I'activation de la PI3K, est présente dans les CE au repos et est persistante aprés activation
des CE par le TNFa. L'activation de la PI3K induite par Lnk conduit a la surexpression de
NOS3 (eNOS) et de I’'heme oxygénase 1 (HO-1). Ces résultats suggérent donc que Lnk est un

régulateur négatif de I'inflammation induite par le TNFa dans les CE.



Objectifs de la these

L’activation et la dysfonction endothéliales jouent un réle clé dans les processus
inflammatoires. En transplantation, ces processus participent pleinement a l'initiation et au
développement des mécanismes de rejet d’allo et de xénogreffe. En effet, I'activation des CE
induit le recrutement et l'infiltration des leucocytes dans le greffon, initiant ainsi les
épisodes de rejet aigu. Dans le cas d’une inflammation chronique, la dysfonction
endothéliale contribue a la prolifération et a la migration des CML et des CE, entrainant le
remodelage vasculaire caractéristique de I'artériosclérose du greffon.

Depuis plusieurs années, un des axes de recherche de notre équipe, au sein du
laboratoire INSERM U643, est l'identification des mécanismes et des effecteurs de la
dysfonction endothéliale afin de développer de nouvelles stratégies de prévention des rejets

en allo et xénotransplantations.

L'étude sur la protéine adaptatrice Lnk présentée dans ce manuscrit fait suite aux
travaux réalisés au sein de notre équipe par Gwénola Boulday et Juliette Fitau. Un premier
travail d’identification de cibles moléculaires impliquées dans la dysfonction endothéliale a
permis de mettre en évidence la surexpression de Lnk dans les CE porcines suite a une
activation par des stimuli pro-inflammatoires (TNFa, LPS) (Boulday et al., 2002). Par la suite,
le role de Lnk dans la voie du TNFa a été confirmé dans les CE humaines et une étude plus
approfondie des mécanismes a montré que Lnk est un régulateur négatif de cette voie via

I'inhibition de la phosphorylation de p42-44 MAPK (Fitau et al., 2006).

Cependant, parallélement a ces travaux, plusieurs observations nous ont laissé penser
gue Lnk avait d’autres fonctions qui ne seraient pas restreintes au controle de I'inflammation
dans les CE. Ces constatations nous ont poussés a poursuivre la caractérisation de cette
protéine adaptatrice. En effet, nous avons noté que la surexpression de Lnk entraine une
modification importante de la morphologie des CE ainsi que du réseau d’actine. Cette
observation était confortée par une étude réalisée en 2000 par He et al., qui rapporte une
interaction entre Lnk et une protéine structurelle liant I'actine nommée ABP-280 (actin
binding protein 280) ou filamine A. Cette étude a montré la liaison entre Lnk et ABP-280,

ainsi qu’une distribution en réseau filamenteux des deux protéines et leur co-localisation au



niveau de la membrane plasmique de cellules COS-7. Ce travail, le seul publié au moment du
début de nos recherches, évoquait un réle pour Lnk dans I'organisation du cytosquelette. De
plus, la littérature montre clairement des fonctions dans la régulation de I’actine pour les

deux autres membres de la famille SH2B, suggérant des propriétés similaires pour Lnk.

Ces différents éléments nous ont donc incités a poursuivre la caractérisation de Lnk en
nous intéressant cette fois, aux mécanismes de signalisations qui régissent les fonctions
endothéliales associées a la réorganisation du cytosquelette. Dans un premier temps, j’ai pu
montrer que la protéine adaptatrice Lnk est impliquée dans la voie de signalisation de la
sous-unité B1 des intégrines. L'utilisation d’un vecteur adénoviral codant pour ’ADNc de Lnk,
a permis d’étudier l'effet fonctionnel de I'augmentation d’expression de Lnk dans les
processus d’adhésion, de survie et de migration des CE. Cet outil permet de transduire
efficacement les cultures primaires de CE humaines issues d’artéres (HAEC), isolées par
notre équipe. La surexpression de Lnk induit une augmentation de la vitesse d’adhésion des
CE a la matrice, corrélée a une augmentation du nombre d’adhésions focales. De plus, Lnk
protege les cellules de I'anoikis par une activation de la PI3K qui est révélée par la
phosphorylation d’Akt et de GSK3pB. La migration endothéliale a été évaluée par un test de
recouvrement d’une lésion faite sur un tapis cellulaire confluent, suivi par vidéomicroscopie
en temps réel (time-lapse). Cette approche a montré que I'expression de Lnk entraine une
diminution significative de la migration. Par 'emploi de siRNA et d’un vecteur d’expression,
nous avons finalement pu démontrer que la diminution de I'expression de I'a-parvine est en
partie responsable de I'inhibition de la migration induite par Lnk. L'ensemble de ces résultats
est décrit dans la partie | et fait 'objet d’'un article actuellement en soumission dans le
Journal of Biological Chemistry. La présentation de ce travail sera précédée d’une courte
introduction décrivant la famille des intégrines, les points d’adhésion et le cytosquelette

d’actine.

La deuxieme partie de mon travail de thése a été consacrée a I'étude d’une possible
application a la xénotransplantation des fonctions anti-inflammatoires de Lnk. L'étude a
I'origine de nos travaux a montré une surexpression de Lnk dans des cultures primaires de
CE porcines (PAEC) activées par un stimulus xénogénique (sérum humain) (Boulday et al.,

2002). La démonstration de son role d’inhibiteur de I'expression des molécules d’adhésion



induite par le TNFa dans les cellules humaines, font de Lnk une cible particulierement
intéressante dans le controle de I'activation endothéliale (Fitau et al., 2006). Sur la base de
ces résultats, j’ai étudié en collaboration avec Mathias Chatelais, le réle de Lnk dans la
prévention de I'activation et de I'apoptose des PAEC. Dans un premier temps, nous avons
testé I'efficacité d’infection de I'adénovirus sur les PAEC WT ou Gal” (Gal-KQ). Puis, nous
avons confirmé que Lnk inhibe I'expression de VCAM-1 apres un traitement au TNFa dans les
CE porcines. De plus, nous avons testé I'impact de I'expression de Lnk sur I'anoikis et
I’'apoptose médiée par le TNFa. Ces expériences ont montré le role protecteur de Lnk qui
diminue I'anoikis, évaluée a I'aide d’un marquage de la fragmentation de I’ADN par I'iodure
de propidium (DNA content), ainsi que I'apoptose, quantifiée par la mesure de I'activité des
caspases 3 et 7. L'ensemble de ces données est présenté dans la partie Il sous la forme d’un
article en préparation. Une introduction préalable présentera les différents rejets associés a
la xénogreffe, les différentes stratégies mise en place pour les éviter, et le phénomene

d’accommodation.

Au cours de ma thése, j’ai également eu I'occasion de participer aux travaux portant
sur la voie de signalisation Notch, réalisés au sein de notre équipe par Thibaut Quillard. Dans
ce projet, nous avons plus particulierement étudié le réle de Notch dans la dysfonction
endothéliale. Pour ce faire, nous avons analysé I'expression et les régulations des molécules
Notch dans les CE en réponse aux cytokines inflammatoires. Les mécanismes moléculaires a
I'origine des régulations de Notch ont également été examinés par I'emploi d’inhibiteurs
chimiques des voies NF kB, PI3K ou JNK MAPK. Ces outils nous ont permis de démontrer
gu’en réponses aux médiateurs solubles de l'inflammation, comme le TNFa, les CE
présentent une profonde modification du phénotype Notch. Nous avons observé que le
récepteur Notch4 est sous-exprimé dans les CE activées, alors qu’a l'inverse, le récepteur
Notch2 est fortement surexprimé et suractivé. Dans un deuxieme temps, nous avons étudié
I'impact fonctionnel de I'augmentation de [|'expression et d’activité de Notch2 par
I"utilisation d’un adénovirus codant pour le domaine intracellulaire N2ICD. Nos résultats
montrent que la surexpression de N2ICD diminue la viabilité cellulaire par I'induction de
I'apoptose. Enfin, nous avons montré que la survivine est le principal responsable de la

fonction apoptotique de Notch2 dans les CE. Ces travaux font I'objet de deux publications,



dans PLoS ONE en 2009 et Biochemical Pharmacology en 2010, présentées dans une

troisieme partie.



RESULTATS




Partie I : Fonctions régulatrices de la protéine adaptatrice

Lnk dans la voie des intégrines des CE humaines

Les CE sont des cellules adhérentes qui ne peuvent survivre qu’en interagissant avec la
MEC, formée d’un maillage de macromolécules extracellulaires. Les interactions des cellules
avec la MEC initient de multiples réponses qui ont pour but de réguler le comportement et le
devenir cellulaire. La matrice fournit un microenvironnement qui sert de tissu de soutien et
permet I'attachement des cellules mais guide également la migration des cellules durant le
développement embryonnaire ou la réparation de tissus. Au-dela de ces propriétés de
support, elle permet la transmission de signaux extracellulaires, qui contrélent de nombreux
processus cellulaires tels que la prolifération, la différentiation ou I'apoptose. Les stimuli
extérieurs sont transmis sous forme de signaux biochimiques intracellulaires par
I'intermédiaire de récepteurs transmembranaires tels que les intégrines et les récepteurs de
facteurs de croissance, ou par des stimuli mécaniques comme les forces de cisaillement qui
provoquent la déformation du cytosquelette d’actine.

La protéine Lnk modifie la morphologie des CE et le cytosquelette d’actine. Nous allons
étudier dans cette premiére partie par quels mécanismes et quelles voies, Lnk agit sur le
cytosquelette et si ces modifications ont un impact sur des fonctions cellulaires telles que
I'adhésion, la migration et la survie cellulaire. Les résultats de cette étude sont présentés
sous forme d’un article actuellement en soumission.

Dans une introduction préalable, la structure des intégrines ainsi que leurs fonctions
dans les CE sont présentées. Au-dela de leur réle de ligand de la matrice, les intégrines sont
le point d’ancrage de nombreuses protéines intracellulaires assemblées en point d’adhésion.
L'organisation moléculaire de ces complexes protéiques est abordée et une attention
particuliére est accordée a la protéine a-parvine. Pour finir, I'organisation du cytosquelette

et son réle dans le processus de migration sont décrits.



Présentation de la voie des intégrines et des points

d’adhésion

Les tissus sont formés par un ensemble de cellules concourant a la méme fonction.
Afin de permettre la formation d’une structure homogene, les cellules adhérent entre elles
directement mais également par le biais de la MEC. L’interaction d’une cellule avec sa
matrice se fait par les différents récepteurs d’adhérence exprimés a la membrane plasmique
dont les intégrines. L'adhésion des cellules nécessite |'expression de ces récepteurs
protéiques mais également leur regroupement et leur organisation en points d’adhésion.
Ceux-ci sont constitués de l'association complexe d’'un grand nombre de molécules qui
forment des sites de contact avec la MEC. Les points d’adhésion sont des structures
hautement dynamiques qui s’assemblent et se désassemblent en permanence. lls sont a la
base de la signalisation intracellulaire et régulent de nombreux processus cellulaires tels que
la prolifération, la survie, la morphologie cellulaire, mais aussi la polarité et la motilité des

cellules (Brakebusch et al., 2002).

L. La famille des intégrines
1. Structure générale

Les intégrines représentent une grande famille de récepteurs d’adhésion cellulaire, qui
contribue a l'adhérence cellule-cellule et cellule-MEC. Ces glycoprotéines
transmembranaires sont constituées de deux sous-unités a et B associées de fagon non-
covalente. Chaque sous-unité est composée d’un large domaine extracellulaire terminé par
une téte globulaire qui contient le site de fixation du ligand, d’un domaine
transmembranaire qui ancre l'intégrine dans la membrane plasmique, et d’'un domaine
cytoplasmique court qui interagit avec le cytosquelette d’actine de la cellule, par le biais de
molécules intermédiaires (Figure 12). A ce jour, 18 chaines a et 8 chaines B sont connues
chez les mammiféres et forment 24 intégrines (combinaisons de dimeres af) différentes,
chacune présentant des propriétés de liaison et de transmission du signal différentes (Hynes,

2002). En effet, I'analyse de souris génétiquement invalidées pour différentes intégrines, a



clairement montré que chaque combinaison de diméres posséde des fonctions spécifiques
non redondantes (pour revue (Bouvard et al., 2001) (Hynes, 2002)).

Il est possible de classer les intégrines en plusieurs sous-familles selon différents
criteres : leur évolution au cours du temps, leur structure et leurs ligands. La classification
reposant sur la structure des intégrines, permet de former deux grands groupes. D’un coté,
les intégrines qui possedent dans leur sous-unité a un domaine nommé aA (ou al), et de
I'autre, celles qui en sont dépourvues (Lee et al., 1995). Le domaine aA est impliqué dans la
reconnaissance du collagene, il doit son nom a sa structure tres proche du domaine A du
VWF. La sous-unité B possede un domaine similaire nommé BA (Figure 12) (Tuckwell et

Humphries, 1997).

Figure 12. Structure générale d’intégrines avec ou sans domaine aA. Dans sa partie N-terminale, la sous-
unité a contient des motifs FG (phényl-alanine-glycine) et GAP (glycine-alanine-proline) organisés en hélice B.
Ces motifs FG-GAP possédent des sites de liaisons pour des cations bivalents, tels que Mg2+, Mn”" et Ca2+, qui
modulent la fixation au ligand. Le domaine aA, présent chez 9 sous-unités sur 18, contient un site MIDAS
(metal ion-dependent adhesion site) pouvant lier des ions Mg2+. Ces régions sont suivies par 3 domaines
organisés en feuillets B : un tight et deux calf domaines. Dans sa partie N-terminale, la sous-unité B contient un
domaine assimilé au domaine aA et appelé BA, un domaine PSI (pléxines, sémaphorines, intégrines), suivie de
quatre séquences répétées de type EGF-like. D’aprés (Humphries et al., 2006)

Une autre classification, couramment employée, repose sur les différents ligands des
intégrines. Bien que les intégrines se lient généralement avec divers ligands, et que la
plupart des ligands sont reconnus par plusieurs membres de la famille des intégrines, il est
possible de former quatre classes d’intégrines en se basant sur la spécificité de liaison de ces
récepteurs. Le premier groupe est constitué des cing intégrines aV, de deux intégrines p1

(a5, a8) et de I'allbPB3, qui partagent la capacité a reconnaitre le tripeptide RGD (arginine-



glycine-acide aspartique). Le motif RGD est présent dans les molécules de la MEC comme la
fibronectine, la vitronectine, le fibrinogene ou la laminine (Ruoslahti, 1996). Les chaines al,
a2, al0 et all forment des diméres exclusivement avec la sous-unité Bl et constituent la
classe des intégrines se liant au collagene et a la laminine. Les trois intégrines B1 (a3, a6 et
a7) ainsi que a6B4 sont des récepteurs trés sélectifs qui ne se lient qu’avec la laminine. La
guatrieme classe des intégrines est constituée par les sous-unités spécifiques des leucocytes
et reconnait le motif LDV ou des séquences structurellement proches (Figure 13). Le motif
LDV (leucine-acide aspartique-valine) est un tripeptide porté, par exemple, par le segment

de connexion 1 de la fibronectine (CS-1) (Humphries et al., 2006).

Figure 13. La famille des intégrines. Ensemble des combinaisons de sous-unités a et 3 connues chez les

mammiféres. La couleur bleue représente les intégrines dont les ligands contiennent des motifs RGD, le rouge

représente les intégrines interagissant avec le collagene ou la laminine, le vert, les intégrines interagissant avec

la laminine et enfin le violet pour les intégrines dont les ligands contiennent des motifs LDV ou LDV-like.
D’aprés (Hynes, 2002)

2. L’activation des intégrines

En tant que récepteurs membranaires, les intégrines doivent moduler leur activité
rapidement pour répondre aux modifications extérieures. La plupart des intégrines ne sont
pas constitutivement actives, elles sont exprimées a la surface dans un état inactif qui ne
leur permet pas d’interagir avec leurs ligands. Pour nombre d’entre elles, la liaison avec leurs
ligands extracellulaires nécessite des modifications de leur conformation, initiées par les
domaines cytoplasmiques. Ainsi, leur interaction résulte de la transduction d’un signal

cytosolique a travers la membrane plasmique. Ce signal, permettant d’activer les intégrines



de l'intérieur vers I'extérieur de la cellule, est appelé inside-out signaling. Dans les CE, ce
processus est initié par des cytokines, des facteurs de croissance comme le VEGF ou par les
forces de cisaillement (Byzova et al., 2000) (Tzima et al., 2005). L’activation des intégrines est
un processus physiologique qui est exacerbé dans un contexte pathologique tel que
I’'angiogenése tumorale (Contois et al., 2009). Depuis maintenant une vingtaine d’années, il
est prouvé que I'affinité des intégrines pour leurs ligands est régulée par des changements
de leur conformation (Frelinger et al., 1990). Les intégrines sont connues pour adopter trois
états structurels différents : un état inactif de faible affinité pour le ligand, un état préparé
ou « primed » d’affinité intermédiaire et un état actif, de haute affinité (Figure 14, A) (pour
revue (Askari et al., 2009)). De nombreuses avancées ont été faites dans la compréhension
de ces conformations, notamment grace a I'étude des premiéres structures
cristallographiques des diméres d’intégrines (Xiong et al., 2001) (Xiao et al., 2004);
cependant plusieurs points restent controversés. En effet, la nature précise de chaque état
de conformation ainsi que les facteurs permettant le changement d’un état a un autre, ne
font pour le moment pas I'unanimité. Le modele le plus couramment proposé est le suivant :
dans son état inactif, I'intégrine est repliée sur elle-méme et forme un coude, le site de
liaison au ligand est alors inaccessible. L'intégrine se lie ensuite a une protéine via ces
domaines cytoplasmiques, ce qui entraine la dissociation des sous-unités a et B et
I’exposition du domaine de liaison au ligand (I’épitope d’activation), c’est I'étape de priming
durant laquelle I'intégrine se « redresse » et acquiert la faculté de se lier au ligand. Enfin,
I'intégrine interagit avec son ligand en se dépliant compléetement et se trouve alors en
conformation active (Figure 14, A) (Calzada et al., 2002) (Takagi et Springer, 2002) (Nishida et
al., 2006). Néanmoins, il a été montré que les intégrines peuvent également interagir avec
leur ligand dans un état replié ou partiellement détendu (Arnaout et al., 2007). L’adhésion
plus ou moins forte des intégrines a la matrice, est caractérisée par la régulation de I'affinité
de liaison mais aussi par la « valence » (ou avidité). Si I'affinité résulte des changements de
conformation de l'intégrine, la modification de la valence implique le déplacement des
intégrines le long de la membrane et leur regroupement en clusters (Figure 14, B) (Carman
et Springer, 2003). Ce processus renforce I'adhésion en augmentant le nombre de liaisons

entre récepteurs et ligands.



Figure 14. Regulation des intégrines. A. Régulation
de l'affinité des intégrines par des modifications
conformationnelles. B. Régulation de la valence des
intégrines par regroupement des intégrines
(clustering)

D’apres (Kinashi, 2005)

Les domaines cytoplasmiques des sous-unités a et B possédent des sites d’interaction
avec différentes protéines impliquées dans la signalisation inside-out activant les intégrines.
La taline est une protéine du cytosquelette de 250 kDa, capable de se lier a la fois aux
intégrines et a I'actine. Cette protéine des points d’adhésion co-localise avec les intégrines
activées et interagit avec la partie cytoplasmique de la sous-unité B (Pfaff et al., 1998). Cette
interaction semble étre a I'origine d’un des nombreux points de contréle de I’activation des
intégrines. En effet, des études, utilisant des techniques de RNAi (RNA interférence), ont
montré que I'extinction spécifique de I'expression de la taline dans des cellules CHO (Chinese
hamster ovary), inhibe |’activation de l'intégrine recombinante allbB3, sans altérer son
expression (Tadokoro et al., 2003). De plus, il a été observé que la diminution de I'expression
de la taline empéche les réarrangements conformationnels indispensables au changement
d’affinité des intégrines. Tadokoro et al. ont été plus loin en démontrant que seules les
mutations affectant les sites d’association du domaine PTB-like (phosphotyrosine binding-
like) de la taline, occasionnent une diminution de I’activation de l'intégrine allbB3. Ces
résultats soutiennent que la taline induit I'activation des intégrines en se liant a la partie
cytoplasmique de la sous-unité B via son domaine PTB-like. D’un point de vue mécanistique,

la taline participerait a la dissociation des sous-unités a et B permettant le priming des



intégrines, en rompant un pont salin formé entre un résidu Arg (arginine) porté par la chaine

a et un résidu Asp (acide aspartique) porté par la chaine B (Vinogradova et al., 2002).

3. Les grandes fonctions des intégrines dans les CE

a. L’adhésion cellulaire

L'interaction des cellules avec les composants de la MEC via les intégrines est
indispensable a la croissance, la différenciation et la survie cellulaire. Les CE expriment de
nombreuses intégrines (Figure 15), dont I'expression est régulée par la MEC mais aussi par
des facteurs de croissance comme le FGF (Enenstein et al., 1992) ou les forces de
cisaillement (Shyy et Chien, 2002). L’adhésion des CE induit la prolifération alors que leur
mise en suspension aboutit a linitiation du programme de mort cellulaire (Eliceiri et
Cheresh, 2001). L’adhésion joue un réle clé dans la prolifération cellulaire grace a la
signalisation croisée des intégrines et des récepteurs tyrosine kinase des facteurs de
croissance. Ces évenements conduisent a I'activation des kinases cycline-dépendantes (CDK)
et au passage du cycle cellulaire en phase G1 (Klein et al., 2007). Ces résultats sont en faveur
d’un lien direct entre les interactions intégrines/MEC et le cycle cellulaire. De plus, la liaison
des intégrines induit une variété de processus intracellulaires comme lI'augmentation de la
synthése des lipides inositols, la phosphorylation de FAK, I'activation de ERK1/2 et
I’expression de la cycline D1 (Walker et al., 2005) qui facilitent la progression dans le cycle

cellulaire.

Figure 15. Intégrines exprimées par les CE vasculaires et
leurs principaux ligands. CO, collagéne; dCO, collagene
dénaturé ; EL, élastine ; FB, fibronectine ; LM, laminine;
MMP-2, metalloprotéinase; OPN, osteopontine ; TN-C,
tenascine-C ; TSP, trombospondine; VN, vitronectine;
vWF, von willebrand factor

D’aprées (Riiegg et Mariotti, 2003)



b. La survie cellulaire

Les intégrines sont des déterminants essentiels de la survie endothéliale (Re et al.,
1994). L'absence d’adhésion et d’étalement cellulaires induit une apoptose rapide des CE,
appelée anoikis (Frisch et Ruoslahti, 1997). Il a été montré, chez la souris, que le traitement
de tumeurs par des antagonistes des intégrines, provoque la mort des CE et par
conséquence la régression de I'angiogenése tumorale (Brooks et al., 1994). Cependant, le
mécanisme initiant I'apoptose des CE en suspension, reste mal défini. Il est probable que
I’'anoikis soit le résultat de I'association de plusieurs évenements.

Les intégrines, lorsqu’elles sont en contact avec la matrice, transmettent différents
signaux de survie tels que I'expression de Bcl-2 (Frisch et al., 1996), I'inhibition de p53
(Stromblad et al., 1996), I’activation de MEKK1/ERK (Cardone et al., 1997), de NF kB (Scatena
et al., 1998) et de Akt (Khwaja et al., 1997). La perte de 'interaction entre les intégrines et la
MEC, entraine I'arrét de la propagation de ces signaux anti-apoptotiques et l'initiation de
I'anoikis. Pour exemple, la liaison des intégrines activent Akt par I'intermédiaire de deux
kinases des points d’adhésion : FAK et ILK. La surexpression de FAK confére aux fibroblastes
une résistance a I'anoikis qui serait indépendante des facteurs de croissance (Frisch et al.,
1996). De méme, ILK protege les cellules de I'anoikis et cette inhibition de I'apoptose est
corrélée a la phosphorylation et l'activation d’Akt (Attwell et al., 2000). Inversement,
I'inhibition d’ILK rend différentes lignées de cellules cancéreuses sensibles a I'apoptose. Ces
résultats font de FAK et d’ILK des régulateurs majeurs de I'anoikis. La signalisation médiée
par les intégrines induit 'augmentation de molécules anti-apoptotiques protégeant ainsi les
CE de la mort cellulaire.

Mais, le détachement de la matrice peut également participer activement a I'apoptose
des cellules. Les intégrines, en I'absence de liaison avec un ligand, sont directement
associées a |'activation de la pro-caspase 8 (Stupack et al., 2001). L’anoikis est donc en partie
le résultat de la voie extrinséque de I'apoptose. En effet, il a été montré que la voie des
récepteurs de mort contribue a I'anoikis des cellules qu’elles soient malignes ou non
(Sakamoto et Kyprianou, 2010). Cette voie est activée par l'interaction des ligands FAS ou
TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand), au domaine extracellulaire du récepteur de
mort. Les domaines de mort tels que DED (death effector domain) ou FADD (Fas-associated
death domain) lient la caspase 8 et entrainent la formation du complexe de signalisation

DISC (death inducing signaling complex). Ce complexe favorise la dimérisation de la caspase



qui devient alors active. La stimulation des effecteurs de la caspase 8 conduit a I'apoptose
des cellules (Simpson et al., 2008). Lors de la perte de contact entre la cellule et la MEC,
I'expression du récepteur FAS et de son ligand est augmentée, alors que celle de FLIP, un
inhibiteur endogene de la voie des récepteurs de mort, est diminuée (Aoudjit et Vuori,
2001). Ces changements sont responsables de I'activation de la caspase 8 par I'intermédiaire
de FADD et aboutissent a 'apoptose des CE en suspension (Rytdmaa et al., 1999).

Enfin, la modification de la structure de la cellule entrainée par la perte de support,
joue un réle dans ce phénomeéne. Le détachement des CE provoque la dissolution des points
d’adhésion et modifie I'architecture du cytosquelette. Des régulateurs de I'apoptose, comme
Bim (Bcl2-interacting mediator of cell death) et Bmf (Bcl2-modifying factor), sont associés au
cytosquelette, sa rupture entraine leur libération et l'induction de la mort cellulaire

(Puthalakath et al., 1999) (Puthalakath et al., 2001).

c¢. La migration et 'angiogenése

La migration endothéliale sur la MEC est une des étapes essentielles de I'angiogenese.
Les intégrines sont connues pour participer activement a la migration endothéliale en reliant
les protéines de la MEC au cytosquelette et aux voies de signalisation intracellulaires
(Moissoglu et Schwartz, 2006). La migration nécessite une série d’étapes : la polarisation
cellulaire, la formation d’extensions membranaires, la polymérisation de I’actine, la
formation et la stabilisation des points d’adhésion suivies de la rétraction de la cellule vers
I’avant (Lamalice et al., 2007). Chacun de ces processus est dépendant des intégrines.

Les principaux diméres impliqués dans la migration endothéliale sont les intégrines
aVpB3 (Byzova et al., 1998), aVB5 et a5B1 (Hood et Cheresh, 2002). Cependant, leur fonction
peut étre différente voire opposée et chaque dimere peut induire un signaling particulier.
Pour exemple, l'intégrine a5B1 inhibe la migration lorsqu’elle se lie a la fibronectine
(Giancotti et Ruoslahti, 1990), alors que I'aVpB6 la favorise (Thomas et al., 2001). Les preuves
de [limplication des intégrines dans le développement vasculaire de |'embryon et
I'angiogeneése post-natale, proviennent d’expérimentations animales. La souris déficiente en
a5B1 meurt précocement durant le développement embryonnaire en raison d’un défaut
vasculaire important (Yang et al., 1993). Les embryons présentent un retard dans le
développement du plexus capillaire, ainsi qu’un défaut de leur maturation. Les vaisseaux de

I'embryon et de la vitelline, sont anormaux et peu nombreux. Ces résultats démontrent le



role essentiel de l'intégrine a5B1 dans la vasculogenese et I'angiogenése. De méme, les
embryons de souris a4Bl'/' meurent prématurément en raison d’'un développement retardé
des vaisseaux, notamment coronariens (Yang et al., 1995). L'utilisation d’antagonistes des
intégrines aVB3 et aVB5 suppriment I'angiogenése tumorale et I'angiogenése induite par le
VEGF ou I'hypoxie, chez des souris adultes (Eliceiri et Cheresh, 2000). Ces résultats font des
intégrines des cibles thérapeutiques de choix dans les pathologies telles que le cancer,
I'inflammation chronique et les maladies cardiovasculaires. L'une des plus prometteuses est
I'intégrine aVB3, dont les antagonistes ont déja montré des résultats dans le traitement de
cancers chez ’homme (Liu et al., 2008).

La fixation des intégrines a leurs ligands entraine la transduction de nombreux signaux,
impliqués dans les processus d’adhésion, de survie et de migration des CE. Ces signaux
partant cette fois de I'extérieur vers l'intérieur de la cellule, sont regroupés sous le terme
d’outside-in signaling. Comme dans l'inside-out signaling, ces voies de signalisation

s’appuient principalement sur les protéines du cytosquelette et des points d’adhésion.

IL. Les points d’adhésion

L'interface entre la membrane et le cytosquelette fait intervenir un grand nombre de
protéines regroupées en complexe, nommé point d’adhésion ou point d’adhérence. La
plupart des protéines intervenant dans ces structures, peuvent interagir avec plusieurs
protéines partenaires, ce qui conduit a 'activation de voies de signalisation diverses et le
contréle de nombreux processus cellulaires. Les points d’adhésion forment ainsi des

complexes de signalisation qui régulent les fonctions physiologiques des intégrines.
1. La diversité des points d’adhésion

Les points d’adhésion ont été identifiés pour la premiere fois par Abercrombie et al. en
1971. Ils ont été décrits comme des régions denses de la membrane plasmique formant des
jonctions étroites avec la matrice de cellules en culture (Abercrombie et al., 1971). S’il a été
suggéré pendant un temps que ces structures n’étaient présentes qu’en culture in vitro, leur

existence est aujourd’hui clairement démontrée in vivo.



Les sites d’adhésion sont formés par toutes les cellules adhérentes mais leurs
morphologies, leurs compositions, leurs tailles et leurs localisations subcellulaires varient en
fonction de I’environnement et du comportement cellulaire. Toutes les adhésions ont
cependant deux points communs : elles sont médiées par les intégrines par le biais du
domaine cytoplasmique et sont en interaction avec les filaments d’actine. On distingue
principalement quatre types de points d’adhésion : les adhésions précoces, les complexes
focaux, les adhésions focales et les adhésions fibrillaires. Les adhésions précoces et les
complexes focaux se forment a la périphérie des cellules en cours d’étalement (spreading)
ou de migration. Plus précisément, les adhésions précoces se localisent a I'extrémité du
front de migration, en bordure de I'extension membranaire appelée lamellipode (Choi et al.,
2008). Alors que les petites structures adhésives regroupées sous le terme de complexes
focaux (CF), sont situées plus en arriere a la jonction entre le lamellipode et la lamella. Elles
sont régulées par des protéines de la famille des petites GTPases Rho, notamment Rac et
Cdc42 (Nobes et Hall, 1995) (Rottner et al., 1999). Ces structures ont une durée de vie courte
et disparaissent rapidement si elles n’évoluent pas en adhésions focales (AF), plus larges et
plus matures. Les AF sont régulées par I'activité de Rho et la contraction de I'actomyosine
(Ridley et Hall, 1992). Dans une cellule polarisée, ces structures sont présentes sur les bords
de la cellule, en arriere mais aussi a I'interface entre le lamellipode et la lamella. Elles sont
associées a I'extrémité des fibres de stress dans les cultures in vitro et permettent une forte
adhésion a la matrice. Des structures semblables sont observées in vivo, c’est le cas des
adhésions formées par les CE avec la membrane basale (Kano et al., 1996). Les adhésions
fibrillaires, quant a elles, forment des adhésions plus allongées et contiennent
spécifiguement I'a5 intégrine et la tensine (Figure 16). Elles dérivent des AF liée a la
fibronectine, par translocation centripéte des extensions membranaires vers le corps

cellulaire (Zamir et al., 1999).



Figure 16. Caractéristiques des principales adhésions a la MEC.
D’aprés (Geiger et al., 2001) (Choi et al., 2008)

Un dernier type d’adhésion est le podosome qui correspond a une petite structure
cylindrigue d’environ 0,5 um de diamétre, contenant des protéines caractéristiques des
adhésions focales comme la vinculine ou la paxilline. Les podosomes sont formés au niveau
de la membrane plasmique ventrale de cellules telles que les macrophages (Davies et
Stossel, 1977), les ostéoclastes (Zambonin-Zallone et al., 1988) ou les cellules endothéliales
(Moreau et al., 2003). On peut citer parmi les protéines caractéristiques des podosomes, la
gelsoline (Chellaiah et al., 2000) et la dynamine (Ochoa et al., 2000). Outre la présence de
ces marqueurs spécifiques, ils se distinguent des AF par la présence de métalloprotéases.

Les cellules cancéreuses invasives et les cellules transformées par I'expression de
I'oncogéne v-Src (Tarone et al., 1985) présentent des structures trés proches des
podosomes, appelées invadopodes. Ces points d’adhésion sont le site d’'une polymérisation
rapide de I'actine et sont capables de dégrader la MEC (Weaver, 2008). Leur architecture
caractéristique, en forme de protrusion sous la cellule, leurs propriétés dynamiques (demi-
vie d’environ 30 minutes, plus élevée que celle des podosomes) ainsi que leur localisation
subcellulaire, les différencient des podosomes (pour revue (Albiges-Rizo et al., 2009)).

Bien que ces sites d’adhésion présentent des caractéristiques spécifiques, les
différences moléculaires et fonctionnelles restent encore aujourd’hui peu caractérisées.

D’autres parameétres, comme les forces de tensions sont a prendre en compte. En effet, la



maturation des adhésions précoces en AF semble dépendre des forces de tension (Riveline
et al., 2001). Les AF seraient des sondes mécaniques, s’assemblant en réponse aux forces

locales (Geiger et Bershadsky, 2002).

2. La structure des points d’adhésion

Zaidel-Bar et al. ont réalisé en 2007, un atlas présentant « 'adhésome des intégrines »
répertoriant I'ensemble des molécules participant aux points d’adhésion ainsi que leurs
différentes interactions (Zaidel-Bar et al., 2007a). Cette équipe a ainsi établit, in silico, un
réseau complexe composé de 156 molécules, liées et/ou modifiées par 690 interactions.
Dans cette étude, les auteurs ont distingué les 90 composants qui participent physiquement
aux points d’adhésion, des 66 composants périphériques qui interagissent avec les
composants intrinseques des adhésions et affectent leur activité et leur devenir. Cependant,
la barriere entre composants intrinséques et associés est floue: certaines protéines
intrinséques peuvent étre des membres transitoires des adhésions, jouant leur réle puis
quittant les adhésions, et inversement, les protéines associées peuvent résider dans les

points d’adhésion selon certaines conditions.

Figure 17. Atlas de
'adhésome des intégrines
représentant les
composants intrinséques et
associés des AF ainsi que
leurs interactions. D’apres
(zaidel-Bar et al., 2007a)



Il est également possible de répertorier les molécules des points d’adhésion en
fonction de leurs propriétés structurelles ou fonctionnelles. L'ensemble des protéines se
répartit alors en deux catégories : les protéines de structure et celles de signalisation.

Les protéines de structure ancrent directement ou indirectement les filaments d’actine
aux intégrines, et servent de matrice pour la fixation des autres constituants des points
d’adhésion. Les principales protéines de ce groupe sont la taline, I'a-actinine, la tensine, ILK
ou la parvine, qui fera I'objet du paragraphe suivant.

Les intégrines ne possédent pas d’activité enzymatique intrinséque c’est pourquoi, afin
d’assurer la transmission des signaux, elles recrutent des molécules de signalisation. Parmi
ces protéines, on distingue les tyrosine kinases comme FAK, Src et Abl, les tyrosine
phosphatases comme SHP-2 et PTEN et les sérine/thréonine kinases comme PAK. Les
protéines de la famille des Rho GTPases sont également des molécules majeures de la
signalisation qui régulent le cytosquelette d’actine. Les protéines adaptatrices telles que la
paxilline et Grb2, participent et controlent I'assemblage des complexes protéiques. Enfin, les
lipides comme le phosphatidyl-inositol-4,5-diphosphate (PIP2) et le phosphatidyl-inositol-
3,4,5-triphosphate (PIP3) régulent les interactions des protéines adaptatrices, comme la
vinculine, avec 'actine.

L'ensemble de ces protéines forment ainsi un réseau complexe (Figure 18) mais dans
lequel chaque composant est essentiel. L'analyse d’organismes modeles génétiquement
invalidés, a confirmé I'importance de chaque protéine participant aux AF in vivo (pour
exemple, la vinculine (Xu et al., 1998)).

Les observations microscopiques de cellules vivantes et le suivi de protéines des
adhésions couplées a des fluorochromes, ont montré que les points d’adhésion sont des
structures extrémement dynamiques (Giannone et al., 2007). Au cours de la migration, elles
s’assemblent et se désassemblent continuellement, leur composition change au cours du
temps et s’adapte aux stimuli extracellulaires. Le recrutement des différentes protéines est
un processus hiérarchisé dans le temps et 'espace permettant I'étalement, la polarisation,

et la migration de la cellule.



Figure 18. Schéma représentant la complexité du réseau des principales protéines constituant les AF. Les
récepteurs d’adhésion sont représentés en orange, on distingue les intégrines (sous-unités a et B) et les
molécules associées a la membrane comme la syndecane 4 (Syn 4), la layiline (Lay), la protéine LAR et SHPS-1.
Les protéines qui interagissent avec les intégrines et I'actine sont représentées en marron : I'a-actinine (a-Act),
la taline (Tal), la tensine (Ten) ou la filamine (Fil). Les molécules associées aux intégrines sont en bleu avec FAK,
ILK, DRAL, 14-3-38 et la cavéoline (Cav). En vert sont représentées les protéines associées a I'actine comme
VASP, la nexilline (Nex), la parvine (Parv), la vinculine (Vin), la fimbrine (Fim), ERM, Abl kinase. Enfin en violet,
les protéines adaptatrices incluant la zyxine (Zyx), CRP, la palladine (Pal), PINCH, PKL, PIX, la vinexine (Vnx), la
ponsine (Pons), Grb-7, ASAP1, la syntenine (Synt) et la syndesmos (Synd). Parmi celles-ci on retrouve de
nombreuses enzymes comme SHP-2, SHIP-2, PAK, PI3K, les kinases de la famille (Src FK), Csk, Calp Il et PKC.
D’aprés (Geiger et al., 2001)

3. Une protéine des adhésions focales : I’ a- parvine

a. La famille des parvines
La famille des protéines parvines est constituée de trois membres: I'a-parvine,
exprimée de facon ubiquitaire, la B-parvine, particulierement présente dans le cceur et les
muscles squelettiques et la y-parvine dont I'expression est restreinte aux cellules
hématopoiétiques (Korenbaum et al.,, 2001). Plusieurs laboratoires les ont découvertes
indépendamment, grace a leurs protéines partenaires et leur structure. Ainsi I'a-parvine

(aussi appelée actopaxine, et CH-ILKBP pour calponin homology domain-containing ILK



binding protein) a été identifiée pour la premiere fois par Nikolopoulos et Turner, comme
une nouvelle protéine partenaire de I'actine et de la paxilline (Nikolopoulos et Turner, 2000).
Un an plus tard, I'a-parvine est clonée par Tu et al. qui démontrent son interaction avec ILK.
Cette équipe décrit plus précisément la structure de I'a-parvine en discernant la présence de
deux domaines d’homologie a la calponine (CH) (Tu et al., 2001). La méme année, Yamaji et
al. isolent une nouvelle molécule s’associant avec ILK et la nomment affixine, plus tard
rebaptisée B-parvine (Yamaji et al., 2001). Les trois protéines, structurellement proches, a-,
B-, et y-parvine seront finalement caractérisées par Olski et al. (Olski et al., 2001).

Les parvines sont constituées d’un site de liaison a I’actine formé de deux domaines CH
et se terminent par des sites de phosphorylation pour des résidus sérines et thréonine en N-
terminal (Figure 19). Le domaine de liaison a I'actine permet aux parvines de recruter la F-
actine aux points d’adhésion, et de s’associer aux fibres de stress. Les partenaires des
parvines comprennent des protéines liant I'actine et des protéines régulatrices, comme Hic5,
a-actinine, CAGAP et a-PIX, un facteur d’échange de Rac et de Cdc42. Ces interactions
reflétent les fonctions des protéines parvines qui ne possédent pas d’activité enzymatique
intrinseque et agissent par leur liaison a leurs différents partenaires (Sepulveda et Wu,
2006). Les parvines sont impliquées dans I'adhésion des cellules et les processus dépendant

de I'actine (Legate et al., 2006).

F-actine ILK Paxilline

!

TESK1

Figure 19. Structure de la proteine a-parvine et sites d’interaction avec ses différents partenaires. Y, serine
phosphorylée ; Y, thréonine phosphorylée



b. Le complexe ILK, PINCH et parvine

La protéine ILK

La protéine ILK a été identifiée en 1996 par la technique de double hybride comme une
molécule s’associant directement avec la queue cytoplasmique de la B1 intégrine (Hannigan
et al., 1996). Cette sérine/thréonine kinase est constituée de trois domaines : une région en
N-terminal contenant trois répétitions ankyrine, un domaine d’homologie a la pleckstrine PH
et un domaine sérine/thréonine kinase en C-terminal contenant des sites de liaison pour les
domaines CH. ILK posséde de nombreux partenaires moléculaires, notamment des protéines
de structure qui lui procurent un lien avec le cytosquelette d’actine. Elle est en interaction
directe avec les domaines cytoplasmiques des chaines 1 et B3 des intégrines (Hannigan et
al., 1996) (Pasquet et al., 2002), et est indirectement connectée aux filamants d’actine par sa
liaison avec les parvines a et B. La suppression d’/[LK diminue de fagon significative
I'activation des B1 et B3 intégrines, suggérant sa participation a la voie inside-out (Honda et
al., 2009). Les interactions d’ILK avec le cytosquelette sont également assurées par sa liaison
avec la protéine adaptatrice paxilline, qui interagit avec la F-actine par le biais des protéines
a-parvine et vinculine (Turner et al., 1990) (Nikolopoulos et Turner, 2000). De plus, I'étude
du modele Caenorhabditis elegans a montré une liaison entre ILK et la protéine orthologue
MIG2/kindline-2 qui intéragit avec la filamine, établissant une autre connection entre ILK et
I'actine.

Plusieurs études rapportent la présence d’une activité catalytique du domaine kinase
d’ILK. In vitro, la protéine recombinante phosphoryle plusieurs substrats parmi lesquels la B1
intégrine (Hannigan et al., 1996), la B3 intégrine (Pasquet et al., 2002), Akt et GSK3pB (Persad
et al.,, 2001) (White et al., 2001) (Sakai et al., 2003) (Troussard et al., 2003), les chaines
légeres de la myosine (Deng et al., 2001) la B-parvine (Yamaji et al., 2001) et MYPT1 (myosin-
light-chain-phosphatase target subunit-1) (Muranyi et al., 2002). Le point de lecture de
I'activité kinase d’ILK le plus couramment utilisé est la phosphorylation d’Akt (Ser 473) et de
GSK3B. Son implication dans la voie de la PI3K fait d’ILK une cible d’intérét en cancérologie, il
a ainsi été démontré qu’lLK est impliquée dans de nombreux événements liés au
développement de tumeurs cancéreuses comme la suppression de |'apoptose, la migration

et I'invasion tumorale (Yoganathan et al., 2002).



Cependant, aucune preuve de |'activité physiologique d’ILK n’a été faite in vivo, et son
role de kinase est aujourd’hui controversé. Des travaux récents, utilisant des souris Kl
(knock-in), ont montré que des mutations dans le domaine kinase d’ILK n’affectent pas la
phosphorylation de ses prétendus substrats (Lange et al., 2009). De plus, Lange et al. n’ont
pu détecter I'activité kinase in vitro, remettant en cause les précédentes et nombreuses
études a ce sujet. Les auteurs de ces travaux proposent que l'activité de phosphorylation
induite par ILK ne serait pas directe mais réalisée par un ou plusieurs de ses partenaires

(Lange et al., 2009) (Wickstrom et al., 2010).

Les protéines PINCH

PINCH-1 a été découverte en 1994 comme un marqueur de la sénescence des
érythrocytes (Rearden, 1994) et une deuxiéme isoforme nommée PINCH-2 a été caractérisée
en 2002 (Zhang et al., 2002a). Les PINCH sont des protéines adaptatrices constituées de cing
domaines LIM (Lin11, Isl-1, Mec-3), elles interagissent toutes deux avec ILK de facon
mutuellement exclusive, grace a leur domaine LIM situé en N-terminal (Zhang et al., 2002a).
Les isoformes PINCH-1 et 2 sont co-exprimées dans les cellules et entrent en compétition de
liaison pour ILK. La délétion de PINCH-1 dans les fibroblastes réduit I'étalement et la
migration cellulaire. Cependant, la surexpression de PINCH2 dans les cellules PINCH—l'/', ne
restore pas la transduction des signaux controlant I'adhésion et la migration. Les différences
fonctionnelles observées entre les deux isoformes sont probablement dues a la liaison de
PINCH-1 et 2 a des partenaires moléculaires distincts. Ainsi, les protéines accessoires se liant
différentiellement aux protéines PINCH seraient a I'origine de la transduction des signaux
contrélant I'adhésion et la migration (Zhang et al., 2002a). Pour exemple, les protéines RSU1
(Ras-suppressor protein) et NCK2 se lient spécifiquement a PINCH-1. Ces deux molécules
sont a l'origine de la signalisation croisée des intégrines et des récepteurs tyrosine kinase

des facteurs de croissance.

Le complexe IPP

Les études de délétion des molécules des adhésions focales ont permis de distinguer
les protéines majeures de la régulation des intégrines. Trois protéines sont ainsi apparues

comme particulierement importantes dans la transduction des signaux médiés par les



intégrines : ILK, PINCH et parvine. Ces molécules forment un complexe tertiaire nommé IPP
(ILK-PINCH-Parvine). La kinase ILK est le composant majeur du complexe sur lequel se lient
directement PINCH et parvine. Comme pour PINCH-1 et 2, les liaisons des protéines a- et -
parvines sont mutuellement exclusives : la surexpression de la B-parvine inhibe la liaison
entre ILK et I'a-parvine (Zhang et al., 2004).

Le complexe IPP se forme dans le cytosol et précede I'adhésion des cellules (Zhang et
al., 2002b). 1l facilite la localisation des trois protéines aux AF et les stabilise en les
protégeant de la dégradation par le protéasome. L’utilisation de siRNA a montré que PINCH-
1, ILK et de facon moins importante, I'a-parvine, sont mutuellement dépendantes dans leur
maintien : la délétion d’'une des protéines du complexe entraine la dégradation des autres
composants (Fukuda et al., 2003). Cependant, cette dégradation est incompléte et laisse
penser qu’lLK, PINCH et parvine pourraient avoir des rOles spécifiques indépendants du
complexe IPP. Par exemple, PINCH-1 se déplace entre le noyau et le cytoplasme dans les
cellules de Schwann et a été trouvé dans le noyau de cellules primitives de I'endoderme de
souris. Ces observations indiquent que PINCH-1 pourrait jouer un réle dans la régulation de
génes ou la signalisation entre cytoplasme et noyau (Campana et al., 2003) (Li et al., 2005a).

Les fonctions biologiques des membres du complexe IPP ont été examinées dans de
nombreux types et fonctions cellulaires : I'angiogenése des cellules endothéliales (Tan et al.,
2004), I'agrégation des plaquettes (Pasquet et al., 2002) (Yamaji et al., 2002), la croissance
des neurones (Mills et al., 2003) ou l'adhésion des leucocytes (Friedrich et al., 2002).
L'ensemble de ces études a montré que les trois protéines ont des réles communs : elles
participent aux AF, forment le lien indispensable entre la MEC et le cytosquelette d’actine, et
contribuent a la transduction des signaux extracellulaires (Legate et al., 2006). De plus, elles
forment une plateforme indispensable au recrutement d’autres protéines, une étude a ainsi
montré le rbéle important du complexe IPP dans le controle de la maturation et la
stabilisation des AF. La délétion des génes ILK et PINCH-1, inhibe la maturation des CF en AF
en empéchant le recrutement de la tensine (Stanchi et al., 2009).

L'importance physiologique des protéines ILK, PINCH-1 et a-parvine est soutenue par
des expériences in vivo chez la souris. La délétion des trois génes est |étale bien que les
phénotypes des embryons présentent de |égéres différences confirmant les roles spécifiques
de chacune de ces protéines. Les embryons de souris PINCH1” et ILK” s’arrétent au stade

péri-implantatoire du développement embryonnaire, mais les embryons PINCH1” meurent



entre les jours 6,5-7,5 (Liang et al., 2005) alors que les embryons ILK'/', comme les embryons
B1 intégrine'/', meurent entre les jours 5,5-6,5 (Sakai et al., 2003). Les embryons de souris a-

parvine'/

" se développent plus longtemps et meurent apres I'implantation, entre les jours
10,5-11,5. Il n’a pas été de déterminé si la survie plus longue des embryons a—parvine'/' est le
résultat de la compensation par les autres membres de la famille parvine.

’ souffrent

Les travaux de Montanez et al. ont montré que les embryons a-parvine
d’un défaut cardiovasculaire sévére (Montanez et al., 2009). Le remodelage vasculaire est
anormalement faible et les lits vasculaires sont désorganisés. Les vaisseaux sont peu
recouverts par les cellules murales (CML et péricytes). L’étalement cellulaire, la polarité ainsi
qgue la migration orientée des CML sont diminués. Ces anomalies résultent de
I’'augmentation de I'activité de RhoA/ROCK qui entraine une élévation de la phosphorylation
des MLC et une contraction non controlée des CML. Ces observations sont en accord avec les
études précédentes rapportant que la B1 intégrine, ILK et I'a-parvine ont des fonctions
essentielles dans le développement du coeur, dans la contraction et I'intégrité des myocytes
de différents organismes modeéles (Fassler et al., 1996) (Chen et al., 2005) (Bendig et al.,
2006). Au contraire, les embryons de souris PINCH1” n’ont montré aucune anomalie
cardiaque qu’elle soit fonctionnelle ou histologique (Liang et al., 2005). ILK participe
activement au développement du systéme vasculaire (Friedrich et al., 2004) mais le degré de
coopération entre ILK et a-parvine dans ce phénomene n’a pour le moment pas été défini.

Il est a noter que I'existence de plusieurs isofomes pour la parvine et PINCH ainsi que
I'interdépendance des composants du complexe IPP, rendent souvent l'interprétation des
résultats difficile. Les roles spécifiques, joués par chacun des membres du complexe, restent

a caractériser.

c. L’interaction a-parvine et TESK1
Récemment, Lalonde et al. ont identifié une nouvelle protéine partenaire de I'a-
parvine nommeée TESK1 (testicular protein kinase 1) (LaLonde et al., 2005). La kinase TESK1
régule I'assemblage des AF ainsi que I'organisation de I'actine par la phosphorylation de la
cofiline. Celle-ci est connue pour contréler la dynamique du cytosquelette par son activité de
coupure et de dépolymérisation des filaments d'actine. La phosphorylation de la cofiline sur
la sérine 3 diminue son activité en inhibant sa fixation a I’actine. Dans cette étude, il a été

montré que l'association de l'a-parvine avec TESK1 entraine l'inhibition de son activité



kinase et par conséquence, la diminution de la phosphorylation de la cofiline. De plus, au
cours de l'adhésion des cellules Hela, cette association est négativement régulée par la
phosphorylation de I'a-parvine. Dans le modele proposé par les auteurs, I'activation des
intégrines par I'adhésion a la MEC, entraine la phosphorylation de I'a-parvine qui se dissocie
de TESK1. La kinase TESK1 libre phosphoryle alors la cofiline et bloque ainsi son activité. La
diminution de I'activité de dépolymérisation des filaments d'actine permet I'étalement de la
cellule par la stabilisation des extensions membranaires. Ainsi, I'association de TESK1 et de
I'a-parvine serait un mécanisme de régulation de I'adhésion et de I'étalement des cellules
par la modulation de I'activité de la cofiline (Figure 20) (LaLonde et al., 2005). Cette étude
confirme les résultats de Zhang et al. qui ont observé que la suppression de I'a-parvine par
RNAi provoque I'augmentation de I"adhésion et de I'étalement des cellules Hela (Zhang et

al., 2004).

Figure 20. Modéle de la régulation de I’'adhésion par I'a-parvine et TESK1
D’apres (LaLonde et al., 2005)

d. Lerdle fonctionnel de la phosphorylation de I'a-parvine
L'a-parvine posseéde en N-terminal des sites de phosphorylation pour des
sérine/thréonine kinases, comme ERK et Cdc2. La kinase Cdc2, en combinaison avec la

cycline B1, peut phosphoryler in vitro les sérines S4, S8, S14 et S19 de |'a-parvine. Ces



résultats rendent probables la participation de I'a-parvine dans la régulation du
cytosquelette d’actine lors de la mitose (Curtis et al., 2002).

Mais la phosphorylation de I'a-parvine augmente également lors de I'adhésion et
I’étalement des cellules. Cette phosphorylation semble étre liée a I'activité de ERK, recrutée
au niveau des AF par la paxilline (Clarke et al., 2004). Un mutant de I'a-parvine, présentant
des mutations aux cinq sites de phosphorylation, a été utilisé comme dominant négatif. La
transfection de ce mutant, inhibe I'étalement et la motilité de cellules U20S et augmente la
formation des fibres de stress (Clarke et al., 2004). Dans les podocytes du rein, la
surexpression d’'une forme mutée de I'a-parvine, dans laquelle les sites de phosphorylation
ont été délétés, diminue I'association avec ILK et inhibe I'adhésion, I’étalement mais aussi la
survie des cellules podocytaires (Yang et al., 2005). Ces différentes études montrent que la
phosphorylation de I'a-parvine est une étape clé dans la régulation des fonctions de cette
protéine. De méme, son interaction avec TESK1 est régulée par sa phosphorylation.
Lorsqu’elle n’est pas phosphorylée, I'a-parvine s’associe avec TESK1 et inhibe son activité. La
phosphorylation de I'a-parvine par ERK, libére TESK1 et active indirectement I'étalement des
cellules (LaLonde et al., 2005).

Lalonde et al. ont observé qu’ILK n’est pas co-immunoprécipitée avec TESK1 (LaLonde
et al., 2005). Ce résultat laisse penser que les associations de I'a-parvine avec ILK ou TESK1
ne peuvent avoir lieu en méme temps et seraient mutuellement exclusives. La
phosphorylation de I'a-parvine, qui permet son association avec ILK et PINCH (Yang et al.,
2005), entrainerait en paralléle la libération de TESK1. Suivant son état de phosphorylation,
I'a-parvine s’associerait avec différents partenaires moléculaires et contrdlerait ainsi
plusieurs voies de signalisation. La régulation par une simple phosphorylation, faciliterait la
coordination des processus complexes et dynamiques que sont I'adhésion et la migration

cellulaire.

L'ensemble de ces travaux montre que l'a-parvine joue un réle important dans les
processus d’adhésion, d’étalement cellulaire, de migration et de survie. Ces fonctions sont
régulées par sa capacité a se lier avec ses partenaires moléculaires : ILK, la paxilline, TESK1
ou l'actine. Enfin, la phosphorylation est une étape clé qui régule les interactions et ainsi

I'activité de I'a-parvine.



III. Le cytosquelette d’actine et la migration cellulaire

La protéine d’actine forme des filaments qui procurent a la cellule une architecture
mécanique lui permettant d’exercer des forces spatialement et temporellement contrélées,
nécessaires a des processus variés tels que la migration, la division ou l'internalisation de
molécules. Dans cette partie, nous nous intéresserons plus particulierement a la migration
cellulaire, ce phénomeéne requiert la participation et la coordination des intégrines, des

adhésions focales ainsi que du cytosquelette d’actine (Figure 23).
1. L’organisation de I'actine

L'actine représente approximativement 5 a 15% du nombre total de protéines
présentes dans les cellules endothéliales (Patterson et Lum, 2001). Le cytosquelette d’actine
est une structure extrémement dynamique, formée d’un réseau de filaments d’actine (F-
actine) qui se polymérisent et dépolymérisent en fonction de la demande cellulaire. L’actine
monomérique (G-actine) s’assemble et forme une structure hélicoidale double, la F-actine.
La polymérisation de I'actine est constituée de deux processus successifs : la nucléation et
I’élongation. La nucléation est I'assemblage de dimeére ou de trimeére de G-actine en une
structure géométrique qui fournit un site pour I’élongation, ol les monoméres d’actine, liés
a une molécule d’ATP, s’ajoutent un a un pour former un filament (Wegner et Engel, 1975)
(Figure 21). Les filaments d’actine s’allongent rapidement a I'extrémité dite barbée (+) et
lentement a I'extrémité dite pointue (-). Ce déséquilibre permet la croissance permanente
du filament du coté barbé et fait du filament d’actine une structure polarisée (Tilney et
Kallenbach, 1979). Dans les cellules, la formation spontanée de F-actine est un processus
dynamiquement défavorable, c’est pourquoi les cellules ont recours a des protéines,
appelées facteurs de nucléation, telles que le complexe Arp2/3, les formines, et la protéine
Spire (Figure 21) (Pollard et al., 2000). La famille des protéines WASP (wiskott-aldrich
syndrome protein) et WAVE (WASP family verprolin-homologous protein) participent
également au phénomeéne de nucléation en activant le complexe Arp2/3 (pour revue
(Takenawa et Suetsugu, 2007)).

La dépolymérisation de I'actine est due a I’hydrolyse de la molécule d’ATP en ADP qui

entraine une perte d’affinité entre les monomeres (pour revue (Prasain et Stevens, 2009)).



Figure 21. Polymérisation de l'actine et
facteurs de nucléation. a, dimérisation et
trimérisation des monomeres d’actine, suivi
de I’élongation du filament polarisé. b, Le
complexe Arp 2/3 permet la nucléation d’un
nouveau filament, en partant d’'un c6té du
filament pré-existant (branchement 70°). La
formine aide a la nucléation d’un filament et
bouge progressivement avec [I'extrémité
barbée durant I’élongation. La protéine
Spire participe a la nucléation en stabilisant
des tétrameres d’actine.

D’aprés (Chhabra et Higgs, 2007)

La F-actine forme un réseau associé a la membrane ainsi qu’un réseau sous
membranaire (cortical) mais peut également s’organiser en fibre de stress. Dans ce cas, les
filaments sont courts et couplés a la myosine pour former un réseau contractile
d'actomyosine. Les fibres de stress s’allongent dans le cytosol et interagissent avec les

adhésions focales (Naumanen et al., 2008).

2. Lesrdles de la F-actine dans le processus de migration

La migration des cellules endothéliales est impliquée dans de nombreux processus
physiologiques ou pathologiques, comme I'embryogenese, la cicatrisation, I’artériosclérose
ou l'angiogenése tumorale. On distingue trois types de mécanismes : la chimiotaxie, une
migration orientée induite par un gradient de molécules chimioattractantes solubles;
I’haptotaxie, une migration orientée par un gradient de protéines d’adhésion fixées dans la
matrice extracellulaire ; la mécanotaxie correspondant a une migration induite par les forces

de tension mécaniques (forces de cisaillement) (Li et al., 2005b).



La migration comporte plusieurs étapes qui se répetent de facon cyclique. L’ensemble
de cette dynamique est le résultat d’une organisation hautement régulée et coordonnée.

Pour migrer, une cellule doit acquérir dans un premier temps une morphologie
polarisée en réponse aux signaux extracellulaires. Cette étape se traduit par la formation
d’un front de migration, accompagnée de la redistribution des récepteurs de la MEC comme
les intégrines (Schmidt et al., 1993). Les filaments d’actine sont relocalisés du cortex
cellulaire vers le front de migration (Coates et al., 1992). Puis, la cellule étend des
protubérances membranaires dans la direction de la migration. Ces extensions sont formées
par I'assemblage de monomeres d’actine qui pousse la membrane vers I’avant. La cellule est
ainsi capable de former une excroissance plate et large, appelée lamellipode (Theriot et
Mitchison, 1991), ou de fines extensions en forme de pointes, nommées filopodes
(Mallavarapu et Mitchison, 1999) (Figure 22). L'observation microscopique de cellules
vivantes a montré que les adhésions précoces et les complexes focaux se forment a I'avant
du lamellipode (Giannone et al., 2007), se développent puis maturent durant le mouvement
du lamellipode, en adhésions focales, directement connectées aux fibres de stress. Ainsi, la
formation des nouvelles adhésions aux extrémités du lamellipode permet son ancrage a la
MEC et la traction de la cellule. Parallelement, les adhésions présentes a l'arriere de la
cellule se désassemblent et la contraction de I'actomyosine entraine la rétraction de la
cellule vers I'avant. Le processus de migration peut ainsi se poursuivre par l'initiation d’un

nouveau cycle (extension d’un lamellipode, attachement, traction).

Figure 22. Structures d’actine impliquées dans la migration endothéliale (HUVEC). A, Les filopodes sont
de fines projections contenant des filaments paralléles d’actine. Ces structures servent de détecteurs de stimuli
migratoires. B, Le lamellipode est une extension membranaire formée d’un réseau dense d’actine, il permet la
traction de la cellule vers I'avant, la fleche indique le sens de la migration. (Lamalice et al., 2007)



a. Lelamellipode

Le lamellipode se définit comme une protrusion cellulaire plate, formée d’une fine
couche cytoplasmique attachée a la matrice. Il est constitué d’un réseau branché
bidimensionnel d’actine (Small et al., 2002) et observé lors de la migration et de I'étalement
cellulaire. Dans une série de papiers, Abercrombie et al. ont pu distinguer et définir deux
régions distinctes présentes au front de migration : le lamellipode et la lamella (Figure 23)
(Abercrombie et al., 1971) (Abercrombie et al.,, 1977). Le lamellipode est plus distal,
commencant a I'avant de la cellule sur une distance de quelques micrometres, il présente un
réseau d’actine dense. La lamella s’étend du lamellipode jusqu’au corps de la cellule et est
enrichie en tropomyosine et en myosine Il (DesMarais et al., 2002) (Svitkina et al., 1997).
L’observation au microscope électronique de la lamella, a montré un réseau d’actine plus
relaché, associé aux microtubules et aux filaments intermédiaires. La lamella est caractérisée
par un turnover lent de I'actine et un faible nombre de branchements (Svitkina et Borisy,
1999). La microinjection d’actine fluorescente a permis une analyse précise de la dynamique
du lamellipode, et a montré que les filaments d’actine polymérisent rapidement sur le bord
avant de la cellule, en direction du mouvement, et se dépolymérisent a I'arriere, dans un
processus nommé treadmilling (Wang, 1985). Le contréle de la dépolymérisation de I’actine
a I'extrémité pointue et de la polymérisation a I'extrémité barbée, détermine la force
protrusive qui pousse la membrane formant le lamellipode. La nucléation de I'actine pure
est trop lente pour permettre une locomotion rapide des cellules, c’est pourquoi des
protéines liant I'actine accélérent le cycle du treadmilling. Parmi celles-ci, on peut citer la
cofiline qui, paradoxalement, accélére la vitesse du treadmilling en augmentant la
dépolymérisation de l'actine (Carlier et al., 1997). Comme précédemment décrit, cette
protéine a la propriété de changer la structure du filament d’actine et d’augmenter sa
dépolymérisation a I'extrémité pointue. Selon les conditions (ratio cofiline/actine et
concentration en phosphate), ce phénoméne peut avoir pour conséquence I'augmentation
du nombre de G-actine et la croissance plus rapide de I'extrémité barbée. La protéine
profiline contribue également a I'augmentation du rythme du treadmilling. En se liant a
I'actine, la profiline forme un complexe profiline-actine capable de s’assembler uniquement
aux extrémités barbées (Yarmola et Bubb, 2006). Enfin, les protéines de coiffe (capping
protein) se fixent et bloquent les extrémités barbées de certains filaments, afin d’accélérer

la vitesse de nucléation des rares extrémités barbées non coiffées (Schafer et al., 1996).



b. Le filopode

Les filopodes sont définis comme de fines structures protrusives dont I'épaisseur ne
dépasse pas 200nm de diametre. Elles contiennent des faisceaux paralleles de 10 a 20
filaments d’actine regroupés en cables. Les filopodes « explorent » I'environnement et
détectent les stimuli migratoires. lls participent a I'orientation de la membrane (DeRosier et
Tilney, 2000) et sont capables d’initier la nucléation des lamellipodes (Guillou et al., 2008).
L'extension et la rétraction de ces structures sont contrélées par I'assemblage de 'actine qui
implique des facteurs moléculaires et des mécanismes d'association différents des
lamellipodes. Les filaments d’actine s’allongent a I'extrémité barbée en contact avec la
membrane, mais ne forment pas de branchement. Les filaments sont soutenus par des
protéines comme la fascine, qui maintiennent la rigidité des faisceaux, facilitant I’extension
membranaire (Vignjevic et al., 2006). Les protéines Ena/VASP (enable/vasodilatator-
stimulated phosphoprotein) présentes a la pointe du filopode, permettent la dissociation des
protéines de coiffe des extrémités barbées (Bear et al., 2002). Il a été observé que la
diminution de I'expression des protéines de coiffe entraine la formation de filopodes
(Mejillano et al., 2004). Ces protéines favoriseraient donc |'extension du filopode en
protégeant les extrémités des filaments. Lors de la formation des filopodes, les protéines
Ena/VASP regroupent également les filaments en cables et participent ainsi a leur
stabilisation (Applewhite et al., 2007). La protéine formine mDia2, quant a elle, est un
effecteur des petites GTPase Rho et catalyse la formation du complexe profiline-actine. Elle

aide ainsi a la nucléation et I'’élongation de filaments d’actine paralléles.



Figure 23. Schéma représentant le cytosquelette d’actine dans une cellule en migration. Cette cellule
schématique contient les structures majeures trouvées dans une cellule en migration. A. Dans le lamellipode,
un réseau branché d’actine est généré a la membrane plasmique par les protéines WASP-Arp2/3 et les
protéines régulatrices accélérant le treadmilling comme la profiline, la cofiline ou les protéines de coiffe. B. Lors
de la migration, les cellules émettent des protrusions fines en forme de doigts, les filopodes,
capables «d’explorer» I'environnement. A I'extrémité du filopode, on trouve des protéines comme Ena/VASP,
qui favorise la nucléation, ou la protéine formine mDia2 qui catalyse la formation du complexe profiline-actine.
Les filaments d’actine non branchés sont maintenus par la fascine. C. Les adhésions focales connectent le
cytosquelette d’actine a la MEC. Au bord du lamellipode, se forme les complexes focaux qui maturent
progressivement en adhésion focale. Les adhésions permettent I'ancrage du lamellipode et la traction de la
cellule vers I'avant. D. La lamella est caractérisée par un turnover lent de I'actine et la présence de protéines
spécifiques comme la tropomysine et la myosine Il. Lp, lamellipode ; Fp, filopode ; Lm, lamella ; FS, fibre de
stress ; AF, adhésion focale ; CF, complexe focaux. D’apres (Le Clainche et Carlier, 2008)



Article 1 : Lnk est un régulateur de la voie des intégrines dans les CE et

module I'adhésion et la migration cellulaires par son action sur I'a-parvine

Résumé de l'article :

Lnk (SH2B3) appartient a une famille de protéines adaptatrices avec APS et SH2B1. Ces
protéines régulent les voies de signalisation des facteurs de croissance et des cytokines
impliquées dans '"homéostasie des cellules hématopoiétiques. Nos précédents travaux ont
montré la régulation de Lnk dans les cellules endothéliales humaines lors d’une stimulation
par du TNF-a et son réle dans le rétrocontréle de I'inflammation (Fitau et al., 2006).

Cette étude s’est attachée a préciser les fonctions de Lnk dans les processus cellulaires
associées a la signalisation des intégrines : I'adhésion, la survie et la migration endothéliales.
Nos résultats montrent que I’activation de la voie la sous-unité B1 des intégrines induit une
phosphorylation rapide de Lnk. Au contraire, I'utilisation de CE de souris Lnk” indique que la
suppression de Lnk inhibe I'activité de la voie de la B1 intégrine qui est reflétée par I'absence
de phosphorylation des kinases Akt et GSK3[. Ces résultats supportent I’hypothése du role
de Lnk dans le contréle et I'activation de la voie des intégrines. De plus, nous avons
démontré que la surexpression de Lnk entraine une augmentation du nombre et de la
densité des adhésions focales dans les CE, qui s’accompagne d’une phosphorylation
importante des protéines FAK et paxilline. Le marquage de la F-actine a révélé un
accroissement du nombre de fibres de stress et une modification de la morphologie
cellulaire. Ces modifications phénotypiques ont des conséquences fonctionnelles : la vitesse
d’adhésion et I'étalement des CE sont augmentés alors que la migration endothéliale et
I'anoikis sont diminuées. Nous avons prouvé que Lnk protege les CE de I'anoikis par un
mécanisme dépendant de la PI3K. L'inhibition de la migration cellulaire est en partie due a la
diminution de I'expression de I'a-parvine. Nous proposons un modele dans lequel une forte
expression de Lnk favorise la formation d’un complexe ILK-Lnk au dépens de la liaison ILK-a-
parvine, conduisant a la dégradation de I'a-parvine.

L’'ensemble de ces résultats présente de nouvelles fonctions régulatrices pour Lnk dans

le contréle de I'adhésion, la survie et la migration endothéliales.
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Lnk is a key regulator of B integrin signaling in endothelial cells and

targets a-parvin to control cell adhesion and migration
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Abstract

Lnk (Src homology 2-B3) along with APS and SH2-B belongs to a family of SH2-containing
proteins with important adaptor functions. Lnk regulates growth factor and cytokine receptor-
mediated pathways implicated in hematopoietic cell homeostasis. We previously showed that
Lnk is expressed in endothelial cells (ECs) and established Lnk as a negative regulator of
TNF signaling. In this study, we show that integrin ligation, using anti-B1 integrin Abs, also
promotes Lnk activation in human ECs whereas B1 integrin ligation on EC from Lnk *~ mice
failed to activate integrin-mediated signal transduction via Akt and GSK3p phosphorylation.
Using an adenoviral gene transfer approach, we found that Lnk induces the phosphorylation
of FAK and paxillin and we identified ILK as a new molecular partner for Lnk. Lnk
expression also results in cytoskeleton reorganization with morphological changes and
increases both the number and density of focal adhesions. Functionally, sustained Lnk
expression dramatically increases EC adhesion to extracellular matrix, inhibits EC migration
in wound healing assays and apoptosis induced by anoikis. Finally, Lnk decreases
significantly the expression of a-parvin that we identified as the molecular target impairing
EC migration. Collectively, our results identify the adaptor Lnk as a novel and effective key
regulator of integrin-mediated signaling controlling EC adhesion and migration, both critical

in vascular remodeling and regeneration.



Introduction

The loss of endothelial function and integrity initiates a cascade of events that may lead to
atherosclerosis, vein graft atherosclerosis, restenosis after percutaneous revascularization, and
transplant arteriosclerosis (TA) (1). TA, characterized by diffuse and concentric intimal
thickening in blood vessels of the transplanted organ, is the major cause of graft failure after
the first year of transplantation (2). Endothelial cell (EC) activation and damage are the main
factors in TA leading to chronic rejection (3) (4). Intimal hyperplasia and extracellular matrix
(ECM) accumulation in allografts occur as a consequence of endothelial injury and
dysfunction caused by both immunologic and nonimmunologic factors (2) (1). The migration
of ECs is critical in vascular remodeling and regeneration. EC migration is a mechanically
integrated molecular process that involves dynamic, coordinated changes in cell adhesion
with a dynamic reorganization of cell-matrix adhesions, cytoskeleton organization, and signal
transduction (5) (6).

Integrins participate in many aspects of immunologic and inflammatory responses,
especially those involving cell migration, adhesion, and activation. Integrin ligation promotes
integrin clustering and subsequent integrin-mediated intracellular signal transduction. Unlike
growth factor receptors, integrins have short cytoplasmic tails but no intrinsic enzymatic
activities. To integrate signals and activate intracellular signaling pathways, integrins co-
cluster with serine, threonine and tyrosine kinases, phosphatases and adaptor proteins in large
multiprotein complexes referred to cell-matrix adhesions. These complexes connect integrins
with the actin cystoskeleton and enable extracellular signals transduction that regulates
adhesion, motility, proliferation and survival (7). Several types of cell-matrix adhesions are
described in adherent cells, and classified according to their structure and size. Among them,
focal adhesions (FA) are comprised of integrins, protein kinases such as focal adhesion kinase
(FAK) and Src, adaptor proteins such as Shc, actin binding cytoskeletal proteins such as talin,
parvins, o-actinin, paxillin, tensin and vinculin and signaling intermediates such as Rho
family GTPases.

Lnk (SH2-B3) belongs with the closely related proteins APS and SH2-B to a subfamily of
SH2-containing proteins with potential adaptor functions (8) (9) (10). Substantial data
established that these adaptor proteins are regulators of growth factor and cytokine receptor—
mediated pathways (11) (12). Lnk protein contains a NH,-terminal proline rich region, a
pleckstrin homology (PH) domain, a Src homology 2 (SH2) domain, and potential tyrosine

phosphorylation sites. Lnk ” mice display an abnormal accumulation of erythroid cells,



megakaryocytes, and B lymphocytes in the different hematopoietic compartments, indicating
a defect in lymphoid and myeloid homeostasis (13). Lnk negatively regulates stem cell factor
(SCF) and c-Kit receptor signaling in B cell precursors (13) (14) (15), hematopoietic cells
(16) (17), endothelial progenitor cells (18) (19) and mast cells (20) (12). Lnk deficiency
causes increased signaling through cytokine receptors that are critical for growth of
HSCs/HPCs such as c-Kit and thrombopoietin (TPO) receptor, c-mpl (13) (21) (22) (23).

We previously reported that the Lnk adaptor is expressed in vascular ECs where it is
rapidly phosphorylated and subsequently upregulated by the proinflammatory cytokine TNF
(24) (25). Our findings also demonstrated that Lnk downregulates expression of cellular
adhesion molecules (E-Selectin and VCAM-1) in activated vascular ECs via negative control
on the TNF signaling pathway involving both the PI3K and the ERK1/2 MAPK (25). The
present study further examines the signaling events triggered by Lnk in the endothelium. Our
findings demonstrate that the Lnk adaptor is an effective regulator of the integrin-mediated
signaling pathway that impact on EC adhesion, migration and survival processes. Our results
also identify the ILK and a-parvin proteins as new molecular partner and target, respectively,
of the Lnk adaptor thus providing an additional mechanism for Lnk-mediated regulatory

functions in ECs.



Experimental Procedures

Reagents and antibodies- 1.Y294002 (10uM) and Wortmannin (100nM) inhibitors were
purchased from Sigma-Aldrich (Lyon, France). Mouse monoclonal anti-f1 Integrin (CD29,
clone TS2/16) was purchased from Pierce (Rockford, USA). Goat polyclonal anti-Lnk
antibody was obtained from Serotec (Cergy St Christophe, France) (1:500 dilution). Rabbit
polyclonal antibodies directed against total and phosphorylated forms of Akt (at Ser473),
GSK3p (at Ser9), paxillin (Tyr118), FAK (Tyr925), and total forms of a-parvin and ILK1
were purchased from Cell Signaling Technology (CST, Ozyme, St Quentin Yveline, France)
(1:1000 dilution). Mouse monoclonal vinculin and PINCH-1 antibodies were obtained from
Sigma-Aldrich. Anti-phosphotyrosine antibody (clone 4G10) was purchased from Upstate
Biotechnology (Euromedex, Mundolsheim, France). Mouse anti-GAPDH antibody from
Chemicon (Temecula, USA) and mouse anti-tubulin antibody from Oncogene (Merk
EuroLab, Val de Fontenay, France) were used to quantify total protein (1:1000 dilution).
Horseradish peroxidase conjugated anti-mouse (1:2000 dilution), anti-rabbit (1:1000 dilution)
(both from CST) and anti-goat (1:500 dilution) (from Serotec) IgG antibodies were used as

secondary antibodies.

Endothelial Cell Isolation, Culture and Activation- Human ECs were isolated from
umbilical veins (HUVEC:S) or renal arteries (HAECs) and grown in early passages (2-6) as we
previously described (26). ECs were cultured in endothelial basal growth medium (ECBM,
Promocell, Heidelberg, Germany) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 0.4% EC
growth supplement/heparin, hydrocortisone (1 pg/ml), human basic fibroblast growth factor
(1 ng/ml), human epidermal growth factor (0.1 ng/ml), 100 U/ml penicillin (Gibco, Cergy
Pontoise, France) and 0.1 mg/ml streptomycin (Gibco) at 37 °C in a 5% CO; humidified air
incubator. Mouse ECs were isolated from heart of wild-type (WT) or Lnk 7 129SV mice
previously described (13). The hearts were dissected and rinsed several times in cold MCDB
105 medium (Sigma-Aldrich). Five hearts were pooled together, chopped and digested in
collagenase A (2.2 U/ml, Roche, Meyland, France) for 45 min at 37 °C. The cellular digests
were filtered through a cell strainer 70pm and washed with cold medium. Cells were then
incubated on ice with rat anti-CD31 antibody (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, USA)
for 30 min. After three washes, goat anti-rat I[gG microbeads (Miltenyi Biotec, Paris, France)

were added on pellet and cells were sorted using MACS® cell separation column (Miltenyi



Biotec). ECs were plated into a single well of a 24-well plate (Corning, Avon, France) pre-
coated with 2% gelatin and grown in MCDB 105 medium supplemented with 20% FSC,
2mM L-Glutamine, ImM sodium pyruvate (Gibco), 1% nonessential amino acids (Gibco),
100 U/ml penicillin and 0.1 mg/ml streptomycin at 37 °C in a 5% CO, humidified air
incubator. Cells were progressively passed to larger plates, maintained and propagated in 1%
gelatin-coated 80mm dishes. Before activation, confluent EC monolayers were maintained for
48 h in ECBM for human cells or MCDB 105 medium for mouse cells supplemented with
only 2% FCS before incubation with 10 pg/ml of anti-CD29 (from 15 to 45 min).

Generation of Recombinant Adenoviral Vector Encoding Human Lnk- The recombinant
adenovirus AdLnk was produced in the human embryonic kidney 293 cells by the vector core
laboratory of the University Hospital of Nantes (INSERM UMR649 Gene Therapy
Laboratory, Nantes, France) as we previously described (25). The recombinant adenovirus
AdTrack-GFP was used as a control (AdGFP). HAECs were cultured in six-well plates at
70% confluence and infected with a multiplicity of infection from 5 to 200 infectious
particle/cell for AdLnk and AdGFP. Adenoviral infection was carried out in ECBM
supplemented with 1% FCS at 37 °C, 5% CO, under agitation. The cells were washed with
medium containing 10% FCS and grown in fresh supplemented ECBM. The expressions of

GFP and Lnk were measured 24 h after infection.

SiRNA and Transfections- The 21 nucleotide synthetic siRNA duplexes were prepared by
Ambion (Applied Biosystems, Austin, USA). In preliminary experiments, we screened
siRNAs for their effects on suppression of a-parvin expression. We found that two siRNAs,
5’AAAGAAUCAUUGUGAAAGAtt 3° (ID#s224386 named PARVAl) and 5’
GCAUCAAGUGGAAUGUGGALtt 3’ (ID#132367 named PARVA2) effectively mediate the
silencing of a-parvin expression (specific expression knockdown > 70%). The day before
transfection, ECs were seeded at densities of 1.5 x 10° cells/well in six-well plates. ECs were
transfected with siRNAs that specially target a-parvin or with a 21-nucleotide irrelevant RNA
duplex as a control, using Lipofectamine™ RNAiMax (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) at
a final concentration of 25nM. The cells were analyzed 48h after transfection by western blot.

HUVECs were used for plasmid transfection experiments. Transfections were performed
using Lipofectamine™ Reagent in combination with PLUS® (Invitrogen) and Xpress-tagged

WT and five point mutant (Quint) a-parvin constructs previously described (27) (28).



Immunofluorescence and Image Analysis- For immunofluorescence, ECs were grown to
confluence on glass coverslips. After treatment, cultures were washed with PBS, fixed for 10
min in PBS containing 1% paraformaldehyde and permeabilized with Tris buffer saline (TBS)
containing 4% bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) and 0.01% Tween 20 (Sigma-Aldrich)
for 20 min. Cells were washed again with PBS, blocked with 10% donkey or goat serum
diluted in TBS-4% BSA-0,1% Tween 20 for 1 h. Cells were then incubated with anti-vinculin
(1:400 dilution) antibodies overnight at 4°C. Slides were rewashed and incubated for 1h with
goat anti-mouse AlexaFluor® 568, or goat anti-mouse AlexaFluor® 647 (1:500 dilution)
(Invitrogen) depending on experiments. DAPI (1:30000 dilution) (Invitrogen) was used for
nuclear staining and Phalloidin-TRITC (1:1000 dilution) (Sigma-Aldrich) for F-actin labeling.
Finally, slides were washed in PBS containing 1% BSA, and mounted with ProLong antifade
reagent (Molecular Probes, Eugene, OR). Specimens were examined by immunofluorescence
microscopy using a Nikon Diaphot microscope (Nikon, Japan). Image acquisition, processing
and analysis were performed using MetaMorph™ Imaging software. Scaled images acquired
from noninfected or transduced cells were thresholded in order to define items corresponding
to focal adhesions (FAs). A filter (0.5um) was applied to discard background noise. Then,
filtered FAs were counted, and the number of FAs was divided by the cell surface area to

obtain the density of FAs.

Cell Lysis, Inmunoprecipitation and Western Blot Analysis- Cell lysis was performed on ice
in 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, and 1% Nonidet P-40 diluted in PBS in the presence of the
following protease inhibitors (4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), E-64,
bestatin, leupeptin, aprotinin, and sodium EDTA (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich,
St Quentin Fallavier, France). Protein concentration was determined using BCA protein assay
reagent (Pierce, Rockford, IL). Immunoprecipitation (IP) assays were performed using
Dynabeads® protein A (Invitrogen). Cell lysates were incubated overnight at 4°C with protein
A and 10 pg of anti-Lnk or anti- a-parvin antibodies according to the manufacter’s protocol.
Cell lysates and IP were resolved by SDS-PAGE (10%) and proteins were transferred to
nitrocellulose membranes (ECL Hybond ; Amersham, UK) using a Trans-Blot SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). Then, membranes were subjected to immunoblot
analysis using the primary antibodies described above and appropriate peroxidase-conjugated
secondary antibodies. Antibody-bound proteins were detected using an enhanced
chemiluminescence kit (ECL, Amersham) and luminescent image analyzer LAS-4000

(Fujifilm, Tokyo, Japan). Image analysis and blot quantification was performed with Multi



Gauge software (Fujifilm). Results shown are representative of at least three independent

experiments.

Migration assays- Cells were plated in 24-well plates and grown until confluence in complete
medium. The monolayers were then wounded by scratching with a 10-ul pipette tip (VWR,
Fontenay sous bois, France), and detached cells were removed by washing with medium. The
cells were incubated in complete ECBM medium and observed using a microscope
DMI6000B (Leica Microsystem SAS., Rueil Malmaison, France) equipped with an objective
lens X40 (HCX FL plan) for the indicated time. Images of three different segments of the cell-
free area were recorded with a CCD camera (Coolsnap HQ2, Photometrics Roper Scientifics
SAS Evry, France), and migration distance of individual cells from the front in the three

different segments of the wound were measured using MetaMorph™ Imaging software.

Adhesion assays- Cells were seeded (2 x 10* cells/well) in 96-well plates pre-coated with 1%
gelatin and medium was removed 30, 40, 50 or 60 min after seeding in order to remove non
adherent cells. Medium was replaced by 100 ul MTT per well (1 mg/ml) diluted in complete
medium and cells were incubated at 37 °C for 4 h. Then MTT solution was replaced by
DMSO (100 pl /per well) and optical density (OD) was recorded at 550nm. All assays were
performed in triplicate and metabolic activity of infected and non infected cells was shown to

be positively correlated to cell number.

Anoikis- For DNA content, cells were plated in 80mm dishes pre-coated with polyHEMA
(Sigma-Aldrich) for 18 h. Cellular DNA content analyses were then performed by flow
cytometry as follows. ECs were harvested, washed twice in PBS, fixed in ice-cold 70%
ethanol and incubated for at least 24 h at 4°C. Fixed cells were then stained with 50 pg/ml
Propidium Iodide (PI), 100 U/ml RNase A (Sigma-Aldrich), 1 mg/ml glucose in PBS (1 ml/1
x 10° cells). Fluorescence was measured on 10,000 cells/sample using a LSR II” cytometer
(BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) and analyzed using FlowJo® software (Tree Star,

Inc.). Results shown are representative of at least three independent experiments.

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction RT-PCR- RNA was isolated using
TriZol reagent (Invitrogen) and treated with Turbo DNase® (Ambion) before reverse

transcription (RT). Transcript levels were quantified by qRT-PCR with the following primers



and probes from Applied Biosystems: Lnk (Hs01081958 gl), a-Parvin (Hs00217177 ml)
and HPRT-1 (Hs99999909 m1). Quantitative PCRs were performed using the ABI PRISM
7900 sequence detection application program (PE Applied Biosystems, Foster City, USA)
(29). For quantification, triplicates were normalized by the concomitant quantification of
hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase(HPRT). Relative expression was calculated

according to the 274"

method, as previously described (30).

Statistical Analysis- Results are expressed as means £ SEM for replicates experiments.
Statistical analysis was performed using Graphpad Prism® Software (Graphpad Software,
San Diego, CA) by the parametric analysis of variance test as appropriate. A value of p < 0.05

was considered statistically significant.



Results

Lnk is a key signalling adaptor of the p1 integrin pathway. In order to identify the role of
Lnk in the integrin pathway in ECs, we first analyzed the impact of Bl integrin (CD29)
crosslinking on Lnk protein phosphorylation using an anti-f1 integrin mAb (clone TS2/16),
previously described as an activating 1 integrin antibody (31). Phosphorylation of Akt at
Serd73 and GSK3p at Ser9 was used as a control to assess CD29-mediated activation of the
integrin pathway (Fig. 1A). Next, lysates were used to perform immunoprecipitation assays
and indicated that Lnk is phosphorylated at tyrosine residues subsequent to stimulation with
anti-CD29 mAb (Fig. 1B). These findings suggest that, in ECs, the adaptor molecule Lnk may
be involved in signaling events occuring during integrin pathway activation. To confirm these
data, we isolated primary vascular ECs from Lnk " mice (13). Lack of Lnk expression in EC
cultures from KO was confirmed by western blot analysis (Fig. 1C). Next, primary cultures of
ECs derived from Lnk "~ and wild type mice were treated with an anti-pl integrin mAb and
cell signaling was investigated on cellular lysates. First, the phosphorylation of Akt and
GSK3p kinases induced by B1 integrin ligation was examined on murine ECs by western
blotting. As expected, wild-type ECs showed a rapid and significant phosphorylation of both
Akt and GSK3p (Fig. 2C). In contrast, anti-CD29 mAb failed to induce phosphorylation of
Akt or GSK3p in Lnk " ECs, supporting the finding that Lnk plays a major role in the
activation of the integrin pathway. Taken together, these results suggest that Lnk is a key

regulator of the integrin pathway and is necessary to the activation of B1 integrin pathway.

Lnk induces Paxillin and FAK phosphorylation. To elucidate mechanisms by which Lnk
could regulate the integrin pathway, we sought to define whether Lnk may interact with focal
adhesion proteins known to coordinate integrin-mediated signal transduction associated with
cell adhesion, migration and proliferation (32) (33) (34) (35). To this aim, we have generated
a recombinant adenoviral vector encoding the human Lnk cDNA and the GFP as a reporter
gene (AdLnk) to modulate Lnk expression in ECs (25). This vector contains a single
promoter, which with the IRES, permits the translation of Lnk and GFP from a single

transcript. Controls were nontransduced cells (NI) and cells transduced with a recombinant



adenovirus encoding GFP alone (AdGFP) to account for any effects that may be due to
adenoviral infection.

We first sought to determine whether Lnk was able to regulate expression and
phosphorylation of focal adhesion proteins. HAECs were transduced with AdLnk (10 to 200
MOI) or AAGFP (50 MOI) for 24 h, and the phosphorylation status of two critical proteins of
the integrin pathway, Paxillin on Tyr118 and FAK on Tyr925, was next examined. Paxillin is
a multidomain scaffold protein localized to focal adhesions that presents multiple protein-
protein interactions to facilitate signaling (36) (37). Tyrosine phosphorylation of Paxillin
protein provides additional docking sites for other structural and signaling components (38).
FAK is a kinase and a major regulator of focal contact structure, its phosphorylation allows
binding of downstream targets (39). Using phosphospecific antibodies for immunoblotting
(Fig. 2A and B), we found that Lnk expression was associated with a significant
phosphorylation of Paxillin (2.5 + 0.3-fold increase as compared to basal level, *p<0.05) and
FAK (4.4 £ 0.5-fold increase as compared to basal level, *p<0.05) in comparison with control
or AdGFP, even when Lnk protein level was low (MOI 10). We also observed an important
increase in FAK level in Lnk expressing cells. Moreover phosphorylation at tyrosine residues
of both proteins and upregulation of FAK promoted by Lnk expression were observed in a
dose-dependent manner. These data show that Lnk regulates the expression and

phosphorylation of FAK and Paxillin proteins, key mediators of the integrin signaling.

Lnk increases the number of focal adhesions and cell-matrix adhesion. The increased
phosphorylation of paxillin and FAK in cells expressing Lnk suggests an enhanced dynamic
rearrangement of focal adhesions. Consequently, we hypothesize that Lnk may regulates focal
adhesions formation in ECs. Therefore, characterization of cell focal adhesions in HAEC
expressing Lnk was performed by double-staining with Phalloidin-TRITC and anti-Vinculin
antibody (Fig. 3A). The number of focal adhesions was quantified and revealed a 3.1 fold
increase in Lnk expressing cells (Fig. 3B). Furthermore, quantification of the density of
vinculin-rich adhesions in spreading cells showed also a 2.8 fold increase (Fig. 3C). These
findings indicate that Lnk affects the number of adhesive structures. In fact, Lnk may enhance
the formation of focal adhesions but could affect the turnover of focal adhesions as well. We
next examined whether these additional focal adhesions were associated with a change in cell
morphology and cytoskeleton organization. HAECs were plated on glass coverslips and
infected with either control AdGFP or AdLnk for 24 h. ECs expressing Lnk showed

significant alterations in cell shape and assumed an elongated morphology clearly visible by



phase contrast microscopy (Fig. 3D). Moreover, F-actin staining revealed an increase in actin
fibers in cells transduced with AdLnk compared with noninfected cells or control AdGFP.
Cells transduced with AdLnk exhibited a highly organized microfilament network with long
actin fibers running through the whole cell body, indicating that Lnk expression induces
structural changes in the cytoskeleton organization. We next determined whether the increase
in the number and density of focal adhesions could affect directly the adhesion time of ECs on
a collagen matrix. ECs infected or not with AdLnk or AAGFP were plated on gelatin-coated
96-well plates and adherent cells were quantified after different time periods (30 min to 60
min). As illustrated in Fig. 3E, the percentage of adherent cells on matrix was significantly
increased when cells overexpress Lnk, with a 1.7 fold maximal increase after 40 min.
Moreover, spreading cells expressing Lnk attached more tightly to the ECM and showed a
delayed detachment during subculturing by trypsin/EDTA than control cells (data not shown).
Staining with hematoxylin-eosin after 2 h adhesion also showed an increased in cell spreading
in Lnk expressing cells (Fig. 3F). Altogether, these results show a role for Lnk in focal
adhesion formation, thus leading to an early increase in cell adhesion and spreading of ECs, as

well as changes in the F-actin organization.

Lnk protects ECs from death by anoikis through a PI3K-dependent mechanism. The
interaction of cells with the ECM is mediated by the integrin family. Upon detachment from
the extracellular matrix, endothelial cells enter into programmed cell death, a phenomenon
known as anoikis (40). Our data indicates an enhanced number of focal adhesions and cell
adhesion in Lnk expressing cells. Thus, we asked whether Lnk could have an impact on EC
survival beyond its regulatory effect on the integrin pathway. ECs were transduced with either
control AdGFP or AdLnk and subsequently detached from ECM and maintained in
suspension in complete growth medium for 18 h. DNA content analyses were performed by
flow cytometry to determine the percentage of apoptotic cells (sub-G0/G1 population) (Fig.
4A). As illustrated in Fig. 4B, the percentage of apoptotic cells was significantly decreased in
cells overexpressing Lnk compared to control cells (52.1 = 7.0% and 50.1+4.5% for NI and
AdGFP, respectively, versus 28.3 + 2.0% for AdLnk of apoptotic cells, **p<0.01). We
previously reported that Lnk activates the PI3K pathway in ECs leading to the
phosphorylation of the Akt kinase (Fig. 4C) (25). Akt is a well described kinase that
phosphorylates a broad array of downstream molecular targets including targets controlling
cell survival and apoptosis (41). Moreover, it has been shown that PI3K and the protein kinase

Akt mediate protection from anoikis (42). To determine whether the suppression of apoptosis



in Lnk expressing cells results from activation of the PI3K pathway, ECs were transduced
with AdLnk in the presence or absence of two selective inhibitors of the PI3K, LY294002 and
Wortmannin, and then subjected to anoikis. As illustrated in Fig. 4D, we found that in contrast
to controls, the presence of both inhibitors significantly increases the number of apoptotic Lnk
expressing cells (38.1 + 4.2% for AdLnk versus 53.8 + 2.8% and 59.1 + 3.7% for AdLnk in
the presence of LY294002 and Wortmannin, respectively, *p<0.05, **p<0.01). Consequently,
inhibition of the PI3K abrogates the protection displayed by Lnk in ECs since no significant
difference was found compared to controls (EC either non infected or infected with AdGFP).
Together, our data demonstrate that Lnk protects ECs from apoptosis occurring as a result of

ECM detachment in a PI3K-dependent manner.

Lnk decreases EC migration through a regulatory effect on o-parvin protein. Cell
migration is a multistep process, requiring the dynamic reorganization of the actin
cytoskeleton and focal adhesions turnover. The significant increase of adhesive structures and
modification in cell morphology and cytoskeleton architecture prompted us to examine the
migration in ECs expressing Lnk. To evaluate the role of Lnk in cell motility, we wounded
confluent monolayers of ECs transduced with AdLnk or control AdGFP and then measured
the migration of the cells into the cell-free area. Our results showed that Lnk significantly
reduced EC migration by ~30% as compared to controls (79.5 + 1.4% for NI and 64.1 £ 2.3%
for AAGFP versus 48.4 £ 1.9% for AdLnk of wound closed, **p<0.01) (Fig. 5B).
Representative phase contrast micrographs illustrating repair of endothelial injuries are shown
in Fig. 5A. Thus, Lnk significantly reduces cell migration.

We have demonstrated that Lnk increases the number of focal adhesions that results in a
gain in cell attachment. The modification of cell-matrix adhesion dynamics in ECs could
explain change the in cell motility but other unidentified pathways and proteins may be
involved in this phenomenon. To further investigate the reduced migration phenotype in Lnk
expressing cells, we tested whether Lnk could affect other focal adhesion proteins involved in
the migration process by western blotting. We found that increase in the level of the Lnk
protein did not affect ILK or PINCH-1 expression whereas the a-parvin protein level was
dramatically decreased in a dose-dependent manner (Fig. 6A). To investigate whether o-
parvin extinction could decrease ECs migration we used a loss-of-function model for a-parvin
using o-parvin siRNAs. ECs were transfected with specific a-parvin targeted siRNAs. Non
targeting scrambled siRNAs were used as controls. Among the tested siRNAs, two displayed
a significant down-regulation of a-parvin, at protein level (siRNA PARVAI and PARVA2)



(Fig. 6B). Figure 6C demonstrates that, in contrast to siRNA control, a-parvin silencing
significantly decreases EC migration in a wound healing assay (73.4 = 1.6% for siRNA
Control versus 62.9 + 2.5% for siRNA PARVAI1 of wound closed, **p<0.01). To further
investigate whether reduced levels of the actin binding protein a-parvin might be partially
responsible for the delayed migration observed in Lnk expressing cells, plasmids encoding for
a-parvin phospho-mutant (Quint) or a-parvin wild-type cDNA were used. Plasmid encoding
for a-parvin mutant (Quint) induces expression of a quintuple nonphosphorylatable mutant of
a-parvin (28). Phosphorylation of a-parvin is essential for its activity, thus Quint plasmid was
used as a control in our experiments. Transfection efficiency (Quint or wild-type a-parvin)
was controlled by Western Blotting using Xpress antibody (Fig. 6D). HUVECs were then
transfected with Quint mutant or a-parvin cDNA before Lnk expression and confluent
monolayers were wounded. As illustrated in Fig. 6E, transfection of Quint and a-parvin
plasmids does not affect migration of controls cells (AdGFP). Moreover, Lnk expression
results in a reduced HUVEC migration as observed in HAEC. In contrast, a-parvin expression
partially restores motility of Lnk cells compared to Quint expressing cells (58.3 + 6.3% of
AdLnk transfected a-parvin plasmid versus 34.3 £ 4.5% for AdLnk transfected Quint
plasmid of wound closed, *p<0.05). Thus, recombinant a-parvin expression rescued, although
not completely, the reduced migration capacity of Lnk cells. These results indicate that the
impaired migratory phenotype of Lnk cells is, at least in part, due to a reduced expression of
a-parvin protein.

To better characterize the regulation of endogenous Lnk and a-parvin molecules during EC
migration, confluent monolayers of ECs were wounded and transcript levels were analyzed by
RT-PCR during the time-course of migration (from 2 to 6 h). As shown in Fig. 7, the mRNA
levels of Lnk and a-parvin are selectively modulated during the migration process. In fact,
Lnk mRNA level rapidly decreases with a significant effect starting 2 h after the induction of
migration and with a maximal inhibition after 5 h of 94.6 + 1.0% as compared with the basal
mRNA level (*p<0.05). In contrast, an enhanced mRNA level for a-parvin was found during
migration, corresponding to a 2.9 + 0.7-fold increase after 2 h as compared with the basal
mRNA level (*p<0.05). Upon EC migration, Lnk and a-parvin mRNAs are concomitantly,
strongly and differentially regulated toward an increase for a-parvin and an inhibition for Lnk
mRNA levels. Together, these findings support the role for Lnk as a negative regulator of the

EC migration and confirm the importance of a-parvin in the course of migration.



Lnk forms complex with ILK and inhibits ILK-a-parvin interaction. To further identify
molecular binding partners for Lnk among focal adhesion proteins, lysates of ECs infected
with control AdGFP or AdLnk were immunoprecipitated with anti-Lnk Abs and then
analyzed by Western blotting using anti-ILK Abs. Lysates immunoprecipitated with irrelevant
Abs were used as controls. As illustrated in Fig. 8A IP, Lnk co-precipitates efficiently with
ILK, thus indicating ILK-Lnk complex formation. Moreover, immunoprecipitated proteins
from cells infected with AdLnk showed an increase in the amount of ILK protein associated
with Lnk, despite similar ILK expression in all samples. These results indicate that increased
expression of Lnk in ECs promotes ILK-Lnk complex formation. As a control, lysates have
been analyzed by Western blotting before immunoprecipitation (Fig. 8A, Lysates), and
indicate a similar expression of ILK in samples. ILK and adaptors of parvin families form a
complex that localizes to integrin adhesions. To test whether Lnk could decrease a-parvin
protein levels by inhibiting the formation of the ILK-a-parvin interaction we performed
immunoprecipitation using anti-a-parvin antibody. To avoid a-parvin depletion induced by
Lnk expression, infections were achieved using low amount of viral particles (MOI 5). As
control, Western blot analysis of lysates and immunoprecipitates derived from the Lnk
overexpressing or control cells were performed and confirmed a similar expression of a-
parvin in samples (Fig. 8B, Lysates and IP). Blots were next reprobed with anti-ILK Abs. As
illustrated in Fig. 8C, IP derived from the Lnk overexpressing cells showed a slight but
consistent decrease of the ILK-a-parvin association, indicating that increased expression of
Lnk could inhibit ILK-a-parvin interaction. Thus, expression of Lnk promotes the formation
of ILK-Lnk complex and concomitantly inhibits the formation of ILK-a-parvin complex.
Taken together these data suggest that sustained expression of Lnk favors a binding of ILK to

Lnk that could negatively modulate ILK-a-parvin association.

Discussion

Vascular remodeling that occurs whenever a vessel is injured could ultimately lead to TA
(1). Cell migration, apoptosis and proliferation are major processes controlling vascular
remodeling. In this study, we have demonstrated that Lnk is an adaptor protein involved in the
integrin pathway, and an effective regulator of adhesion and migration of ECs in vitro.

Here, we have showed that ligation of vascular integrin by crosslinking B1 integrin on EC

surface induces the phosphorylation of the adaptor protein Lnk. Its regulation is concomitant



to the phosphorylation of both Akt (protein kinase B) and GSK3p kinases observed at 30
minutes. Phosphorylation of Akt and GSK3p features integrin-mediated signaling and is the
most widely used readouts for ILK activity (43) (44). A confirmatory step was achieved by
the ligation of integrin on Lnk 7 endothelial cells. In this model, we demonstrated that the
absence of Lnk totally abrogates the activation of Akt and GSK3p in response to B1 integrin
ligation suggesting that activation of ILK and integrin signaling requires Lnk function.
Together, these findings indicate that Lnk is a novel and effective adaptor of integrin
signaling in vascular ECs. Accordingly, a recent study demonstrated that Lnk regulates
integrin signaling in platelets and stabilizes developing thrombi in vivo (45). Takizawa et al.
showed that Lnk is required for platelets to fully spread on fibrinogen and promotes integrin
allbp3-mediated actin cytoskeletal reorganization. Thus the involvement of Lnk in integrin
signaling seems to be not limited to ECs and could be a ubiquitous function of this adaptor
protein, although its implication in different cell types remains to be demonstrated.

Lnk appears to be at the crossroads of cell adhesion, cytokine and growth factor
modulation of intracellular signal transduction pathways (14) (46) (13) (16). A common point
between these diverse extracellular stimuli is that they provoke significant changes in the
organization of the cytoskeleton and/or in cellular proliferation. Our study reports that Lnk
induces modifications in actin fibers organization and cell morphology as well as increases
the number of focal adhesions. Most notably, Lnk expressing cells assume an elongated
morphology, which is similar to transfected cells expressing ILK constitutively (47).
Moreover, Boulter ef al. showed that expression of membrane-targeted ILK in fibroblasts
induced a marked increase in the number of adhesions per cell (48). ILK is a well described
serine/threonine kinase, first identified using a yeast two-hybrid screen, which directly
associates with the cytoplasmic tail of B1 and B3 subunits (49). A more recent study has
shown that ILK complements defective integrin activation in mutant cell lines expressing
inactivated integrin allba6Bp3, thus ILK is associated with integrin activation and could
contribute to inside-out integrin activation (50). We have demonstrated that Lnk affects the
number of FAs, suggesting that Lnk could promote activation of integrin pathway through its
association with ILK.

Another major finding of this study is that Lnk downregulates the protein level of a-parvin in
cells. A previous report indicated that siRNA-mediated silencing of ILK expression resulted
in not only depletion of ILK but also a substantial reduction in PINCH-1 protein level and a
modest reduction in a-parvin protein level suggesting that PINCH-1, ILK, and to less extent

a-parvin depend on each other for maintenance of their protein levels in cells (51) (52). In this



study, as Lnk causes no change in ILK and PINCH1 expression, we conclude that depletion of
a-parvin by Lnk is independent from ILK level. Functionally, our results also agree with
previous observations showing that silencing of a-parvin impairs cell migration (28).
Therefore, we speculated that Lnk may act on cell migration through a downregulation of a-
parvin. Our experiments using wild type and mutated forms of a-parvin clearly demonstrate
that transfection of WT-a-parvin but not Quint-a-parvin significantly restores cell motility in
Lnk cells. Quint-a-parvin expression does not allow complete recovery of cell migration,
which suggests that phosphorylation of a-parvin is necessary. Thus, Lnk provides a
mechanism for the regulation of cell migration via modulation of a-parvin expression. In fact,
transcript analysis during migration revealed a significant decrease in Lnk mRNA
concomitant to an enhanced a-parvin mRNA level. This observation supports a role for Lnk
as a negative regulator of cell migration and confirms the importance of a-parvin in this
process. Furthermore, immunoprecipitation experiments indicate that Lnk could negatively
regulate the cellular level of a-parvin through its interaction with ILK protein. We propose a
model in which up-regulation of Lnk enhances ILK-Lnk complex formation at the expense of
ILK-a-parvin association, blocking a-parvin access to FAs.

Increase of FAK phosphorylation is concomitant with elevated FAK expression in Lnk
expressing cells, thus Lnk upregulates and induces FAK phosphorylation. However, the
accumulation of P-FAK observed in a dose-dependent way could be due to the increase of the
non-phosphorylated FAK pool. The increased number of focal adhesion contacts observed in
Lnk expressing cells is consistent with the hyperphosphorylation of FAK and paxillin
proteins. Nevertheless, the increased phosphorylation pattern of FAK and paxillin suggests a
promigratory signal while cell migration in Lnk cells is decreased. Our findings revealed the
role of a-parvin inhibition in decreased cell motility but recombinant a-parvin expression
rescued only partially the reduced migration capacity of Lnk cells. These results suggest that
additive mechanisms may be involved in the delayed migration. Phosphorylation of FAK at
various tyrosine residues regulates focal adhesion turnover by mechanisms that are not well
understood. In fact, it has been shown that fibroblasts from FAK " mice contain an abundance
of FAs with a maturation defects and reduced migration (53). Moreover, studies of cells
lacking the tyrosine phosphatase SHP2 (SH2-domain-containing protein tyrosine phosphatase
2), a regulator of FAK phosphorylation, support the role of FAK in FA disassembly. SHP2"
cells have increased FAK activity, but they also showed an accumulation of immature FAs
and similar migration defects to FAK ™ cells (54). These reports suggest the importance of the
balance of FAK phosphorylation in the control of FAs dynamics and maturation. According



to these findings, we cannot exclude the possibility that Lnk could also impair migration by
altering FA turnover and maturation.

In the absence of any extracellular matrix interactions, ECs rapidly undergo apoptosis, a
phenomenon called anoikis. The second fundamental process in which Lnk is critically
involved is cell survival. This is clearly demonstrated by the findings that sustained
expression of Lnk significantly protects EC from apoptosis. The present study suggests that
Lnk protects EC, at least in part, by promoting the phosphorylation of Akt, a signaling
intermediate that is of central importance in cell survival signaling. Many downstream
proteins have been identified as targets of ILK kinase activity, including Akt. Several studies
indicate that the kinase activity of ILK is directly responsible for the phosphorylation of Ser
473 and thereby full activation of Akt (43) (55) (56) (57) (58). However, the mechanism by
which ILK promotes Akt phosphorylation is still controversial, as other studies suggest that
ILK may function as an adaptor protein rather than a kinase in regulating Akt activity (59).
Presently, we can only speculate about the action of Lnk on the Akt phosphorylation.
Demonstrated regulation of Akt activity by ILK and the interaction between Lnk and ILK, are
in agreement with a phosphorylation of Akt induced by Lnk via ILK activity. However, the
role of Lnk in cell survival could involve other functions besides the regulation of Akt
phosphorylation.

Previous report provided evidence for an interaction between Lnk and actin, notably
through a direct interaction with the actin binding protein ABP-280 (filamin A) that facilitates
actin assembly (60). Events of phosphorylation and dephosphorylation of ABP-280 have been
postulated to play a dynamic role in the organization of the cytoskeleton (61). Nevertheless,
whether Lnk may facilitate ABP-280 phosphorylation remains to be defined. Another member
of the Lnk family, APS (adaptor protein with PH and SH2 domains or SH2B2) was shown to
colocalize with F-actin in B cells (62) and was found to be a molecular partner for Enigma.
Enigma and APS are colocalized with F-actin in insulin-induced membrane ruftles (63). Thus,
our findings further support the fact that regulation of the actin cytoskeleton is a common
function of this adaptor family (APS, SH2B and Lnk). Lnk "~ endothelial cells were used in
migration and adhesion assays and surprisingly do not present significant differences
compared to wild type cells (data not shown). Therefore, the lack of Lnk in ECs could be
compensated for other family members such as APS. However, the role that APS and SH2B1
may play in vascular cell shape remains to be explored.

In conclusion, we have provided evidence for a new regulatory mechanism by which the

Lnk adaptor controls EC cytoskeleton organization, migration and survival. Lnk takes part in



integrin signaling through its direct interaction with ILK, and is required for efficient
phosphorylation of Akt and GSK3p during integrin activation. Lnk up-regulation is associated
with a functional decrease in a-parvin expression. This correlates with a delayed migration
that may correspond to the end of a promigratory signal and a return to cell quiescence. We
have previously established Lnk as a negative regulator of TNF signaling, indicating a
potential role in controlling inflammation. Overall, our findings suggest that Lnk is a pivotal
adaptor in vascular ECs that regulates at least two major signaling pathways (TNF and (-
integrin) in the endothelium. We anticipate a role for Lnk in negative feedback regulatory
loops that control the dynamics of signal transduction.

Finally, the regulatory functions of Lnk in multiple interconnected intracellular signaling
pathways highlights its therapeutic potential as a molecular target for the prevention of

vascular diseases.
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Fig. 1. Activation of the integrin pathway in ECs induces phosphorylation of Lnk and
requires Lnk expression. Human confluent EC monolayers were incubated with anti-CD29
(B1-integrin) or an irrelevant (control) antibody for the indicated periods. A, Activation of the
integrin pathway was assessed by immunoblotting with phosphospecific (P-Akt) and total
Akt, phosphospecific (P- GSK3p) and total GSK3. Immunoblots shown are representative of
three independent experiments. Blots were reprobed with an anti-GAPDH antibody to ensure
equal loading. B, A representative analysis showing Lnk tyrosine phosphorylation and
expression after incubation with anti-CD29 (30 and 45 min) or an irrelevant (control)
antibody. Immunoprecipitations were performed using anti-Lnk antibodies and the subsequent
immunoblotting was achieved using anti-phosphotyrosine monoclonal antibody (upper panel)
and anti-Lnk antibodies (lower panel). A, Mouse ECs were isolated from wild-type (WT) or
Lnk knock-out (Lnk ") mice. A representative Western blot analysis comparing Lnk
expression in WT and Lnk  ECs. Equal loading was confirmed using an anti-tubulin
antibody. C, Confluent mouse EC monolayers were incubated with anti-CD29 (B 1-integrin) or
an irrelevant (control) antibody for the indicated periods. Integrin pathway activation was
determined by immunoblotting with phosphospecific (P-Akt) and total Akt, phosphospecific
(P- GSK3p) and total GSK3p. Blots were reprobed using an anti-GAPDH antibody to ensure

equal loading. Data shown are representative of 3 independent experiments.

Fig. 2. Lnk elicits the phosphorylation of the focal adhesion proteins FAK and Paxillin in
ECs. ECs were either noninfected (NI) or infected with control AAGFP (MOI 50) or AdLnk
(at MOI ranging from 10 to 200). Cells were lysed 24h after transduction and cytosolic
proteins were harvested as described in “Materials and methods”. A, FAK and P-FAK
expression was determined by Western blot and compared to Lnk level. P-FAK expression
was quantified after normalization to GAPDH and results are express as a percentage of basal
expression, *p<0.05. B, Paxillin and P-Paxillin expression was determined by Western blot
and compared to Lnk level. P-Paxillin expression was quantified after normalization to
GAPDH and results are express as a percentage of basal expression, *p<0.05. Representative

results of three independent experiments are shown.

Fig. 3. Lnk increases the number of cell focal adhesions promotes EC adhesion and
triggers actin cytoskeleton reorganization. ECs were plated on glass coverslips and infected
with either control AAGFP or AdLnk for 24 h. A, For immunofluorescence, ECs were fixed
with 1% paraformaldehyde and stained for F-actin (Phalloidin-TRITC, red), to determined



mean surface area, Vinculin (for focal adhesions, green) and nuclei (DAPI, blue). Bar, 10um.
B, The number of focal adhesions per cell was quantified using MetaMorph® software (mean
+ SEM, n=20, ***p<0.0001 versus control). C, Density of focal adhesions was obtained by
dividing number of focal adhesions by the cell surface area (mean + SEM, n=20,
*#%p<0.0001 versus control). D, Cell morphology examined by phase microscopy (upper
panel); Bar, 100um. For fluorescence, ECs were fixed with 1% paraformaldehyde and stained
for F-actin (phalloidin-TRITC, red) and nuclei (Dapi, blue). Bar, 10um. E, for the
quantification of cell adhesion, HAECs were infected with either control (AdGFP) or AdLnk
for 24h, and then plated on gelatin coated plates for different periods of time. Adherent cells
were quantified by MTT staining and results are express as a percentage (mean + SEM, n=8,
*p<0.05 versus control, **p<0.01 versus control). F, A representative picture showing
adhesion at 2 h of ECs transduced with AdLnk or AdGFP as a control. Cells were fixed and

stained with hematoxylin-eosin. Bar, 40um.

Fig. 4. Lnk prevents EC death induced by Anoikis by a PI3K-dependent mechanism.
HAECs were noninfected (NI) or transduced with either control AAGFP or AdLnk. A, After
infection, cells were plated in 80mm dishes pre-coated with polyHEMA for 18 h. DNA
content analyses were performed by flow cytometry using PI staining and percentages of
apoptotic cells corresponding to sub-GO/G1 population are indicated. B, Histograms of 6
independent experiments quantifying the percentage of apoptotic cells (% sub GO0/G1
population) measured by flow cytometry using PI staining (mean = SEM, n=6, **p<0.01
versus control). C, A representative Western blot analysis for Lnk, Akt and P-Akt expression.
Equal loading was confirmed using an anti-tubulin antibody. D, After infection, cells were
plated in 80mm dishes pre-coated with polyHEMA for 18 h with or without LY294002 and
Wortmannin. DNA content analyses were performed by flow cytometry using PI staining and
percentages of apoptotic cells corresponding to sub-G0/G1 population were quantified (mean

+ SEM, n=4, *p<0.05, **p<0.01 versus control; ns, not significant).

Fig. 5. Lnk decreases EC migration in wound repair assay. ECs were noninfected (NI) or
transduced with either control adenoviruses ( AdNull, AdGFP) or AdLnk and subjected to a
scratch assay. Wound closure was followed for 18 h by time lapse imaging. A, Representative
pictures of healing for noninfected (NI) versus AdLnk transduced EC monolayers at 0 and 6

h after wounding. B, The percentage of wound closed 6h after wounding was measured and



express as a percent of wound closed compared to control (t=0 h, mean + SEM,

n=4,**p<0.01versus control).

Fig. 6. Lnk expression decreases migration of ECs in wound repair assay through
inhibition of a-parvin expression. A, HAECs were noninfected (NI) or infected with either
control AAGFP (MOI 50) or AdLnk (MOI 10-200). Western blot analyses for Lnk, a-parvin,
ILK and PINCH-1 were performed and representative results of three independent
experiments are shown (upper panel). Alpha-parvin expression (lower panel) was quantified
after normalization to GAPDH and express as a percent of basal expression, *p<0.05). B,
HAECs were transfected with the control siRNA (CTL) or the a-parvin-specific siRNAs
(ParvAl, ParvA2) and silencing of a-parvin was determined by Western blot using anti-o-
parvin antibodies. Blots were reprobed with an anti-GAPDH antibody to ensure equal
loading. C, Ad-transduced and silenced ECs were subjected to scratch assay. Wound closure
was followed for 18 h by time lapse videomicroscopy and percentage of wound closed was
measured using MetaMorph™ Imaging software. Results are express as a percentage of
wound closed compared to control t=0 h, mean £ SEM, n=3, **p<0,01 versus control. D,
HUVECs were either nontransfected (NT) or transfected with plasmids encoding wild type
(a-parvin) or non phosphorylable (Quint mutant) a-parvin cDNA and immunoblotted using
anti-Xpress tag. E, HUVECs were transfected with plasmids encoding wild type (a-parvin) or
non phosphorylable (Quint mutant) a-parvin cDNA and were subsequently infected with
either control AAGFP or AdLnk. Cells were subjected to scratch assay and wound closure was
followed for 36 h by time lapse videomicroscopy. Percentage of wound closed 33h after
wounding measured using MetaMorph™ Imaging software Results are express as a
percentage of wound closed compared to control (t=0 h), mean £ SEM, n=3,*p<0.05 versus

control, ns: non significant.

Fig. 7. Regulation of Lnk and a-parvin mRNA levels during migration in wound repair
assay. ECs were subjected to a scratch assay and cells were harvested at different periods of
time (0, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h). A, qRT-PCR for Lnk representative of three independent
experiments, Lnk mRNA level was normalized to HPRT-1 (% of basal level, mean + SEM,
**p<0.01 versus control). B, qRT-PCR for a-parvin representative of three independent
experiments, a-parvin mRNA level was normalized to HPRT-1 (% of basal level, mean +

SEM, **p<0.01 versus control).



Fig. 8. Lnk forms complex to ILK and inhibits ILK-a-parvin interaction. HAECs were
noninfected (Control) or infected with either control AAGFP or AdLnk at MOI 5 or 30. A,
Cell lysates (MOI 30) were analyzed by Western blot with an anti-ILK antibody (left panel,
Lysates) as a loading control. Control lane represents noninfected cells. The cell lysates were
then immunoprecipitated with an anti-Lnk antibody and IP were analyzed by Western blot
with anti-ILK antibody (right panel, IP). Control lane represents lysate immunoprecipitated
with an irrelevant antibody. B, Cell lysates (MOI 5 to avoid total inhibition of a-parvin) were
analyzed by Western blotting using anti-a-parvin antibody (left panel). IP were performed as
above using anti-o-parvin antibody and subjected to Western blotting with anti-a-parvin
antibodies (right panel). C, Lysates of ECs (MOI 5) were analyzed by Western blotting with
anti-ILK antibody (left panel). IP were performed as above using anti-a-parvin antibody and
subjected to Western both for ILK (right panel). D, Relative expression of ILK was quantified
by densitometry in IP anti-Lnk (% of AdGFP control, mean + SEM, n=3, *p<0.05 versus
control). E, Relative expression of ILK was quantified by densitometry in IP anti-a-parvin (%

of AdGFP control, mean + SEM, n=3, *p<0.05 versus control).



























Partie I : Réle protecteur de la protéine adaptatrice Lnk
dans l'activation et I'apoptose des CE porcines

La xénotransplantation a été étudiée dans le passé comme une thérapeutique
acceptable permettant de pallier la perte d’un organe chez ’lhomme par la greffe de cellules
ou d’organes provenant d’une espéce animale différente. Cependant, la deuxiéme moitié du
XX*™® a vu le développement de I'hémodialyse comme traitement substitutif efficace de
I'insuffisance rénale terminale et la constante amélioration des résultats en
allotransplantation. Ces deux progres ont rendu la xénogreffe obsolete car moins
prometteuse. Aujourd’hui, ce concept est a nouveau envisagé en raison de la pénurie
croissante de greffons humains et ces derniéres années ont marqué le renouveau de la
recherche dédiée a I'utilisation chez ’homme, d’organes d’origine animale.

Méme si les primates non humains, comme les chimpanzés et les babouins, sont
phylogénétiquement plus proches de I'homme, le porc est considéré comme l'espece
animale la plus adaptée au don d’organe. En effet, les organes du porc sont physiquement et
physiologiquement proches de 'lhomme et |'élevage de cet animal est facile et maitrisé. De
plus, le porc est depuis longtemps domestiqué et fait I'objet d’un élevage industriel. De ce
fait, son utilisation serait certainement mieux acceptée par le public que le recours a des
babouins. Au-dela des difficultés éthiques, le fort risque de transmission virale, ainsi que la
disparité dans la taille des organes et la difficulté de leur élevage, ont définitivement éliminé
les primates en tant que donneur d’organe (Cooper et al., 2002).

Le modeéle préclinique porc/primate, a permis de tester la compatibilité des organes
porcins (Séveno et al., 2005). Chez le macaque, la greffe rénale d’origine porcine permet le
maintien des électrolytes sériques (sodium, potassium, calcium, chlorure) et I'obtention de
concentrations normales de créatinine et d’'urée pendant plusieurs semaines (Cozzi et al.,
2000) (Soin et al., 2001). Concernant la transplantation hépatique, la greffe de foie de porc
transgénique a permis la survie de deux babouins pendant 4 et 8 jours respectivement, avec
des concentrations normales de facteurs de coagulation et de fibrinogéne, et une production
normale de bile (Ramirez et al.,, 2000). Un certain nombre de cas humains nécessitant la
restauration urgente des fonctions hépatiques (hépatite fulminante, agents hépatotoxiques,

dysfonctionnement primaire) pourraient ainsi étre traités par une xénogreffe en attendant



gu’un greffon allogénique soit disponible. Des études ont également montré que des greffes
orthotopiques de coeur et de poumons permettaient la survie de primates tant que ces
organes n’étaient pas rejetés (Waterworth et al., 1998) (Daggett et al., 1998). La greffe de
neuroblastes foetaux porcins a aussi été testée chez des patients parkinsoniens ou atteints
de maladie de Huntington, dans un essai clinique de phase |. Un an apreés la transplantation,
une amélioration modérée du score clinique d’évaluation avait été notée chez les patients
parkinsoniens, mais pas chez ceux atteints de maladie de Huntington (Fink et al., 2000). Le
porc est également I'animal choisi en transplantation clinique d’ilots de Langerhans. En effet,
le taux de glucose sanguin porcin est similaire au taux humain, et l'insuline porcine est
efficace chez ’homme. Si les essais cliniques de xénogreffe d’'llots pancréatiques ont connu
des échecs (Groth et al., 1994), une étude rapporte une survie a long terme d’flots porcins
encapsulés, chez un homme diabétique (Elliott et al., 2007) et les résultats précliniques chez
des modeéles animaux sont encourageants (Hering et al., 2006). Ainsi, la transplantation
d'Tllots pancréatiques porcins pourrait étre la premiere application clinique réussie en
xénotransplantation.

Cependant, de nombreux obstacles s’opposent toujours a cette thérapeutique, et les
barriéres immunologiques a surmonter, sont supérieures a celles de I'allotransplantation. Le
modele animal porc/primate a permis I'étude et la caractérisation des différents types de
rejet de la xénogreffe. De plus, les techniques de modification génétique du donneur ainsi
que les nouveaux résultats utilisant des porcs transgéniques et/ou KO, montrent les progrés
récemment obtenus dans cette discipline.

Dans cette deuxieme partie, nous avons étudié le réle de la protéine Lnk dans le
controle de I'activation endothéliale et dans la protection de I'apoptose induite par le TNFa
ou par la cytotoxicité médiées par les anticorps xénogéniques et I'activation du complément.
Les résultats sont regroupés sous forme d’un article précédé d’une présentation des

définitions et enjeux actuels de la xénotransplantation.



Présentation de la xénotransplantation

I. Les différents types de rejet en xénotransplantation

1. Lerejet suraigu

Le rejet suraigu est la premiére barriére immunologique a la transplantation d’organes.
Il est médié par les anticorps dits « naturels », car présents dans la circulation sanguine
indépendamment de toute stimulation antigénique antérieure, et principalement dirigés
contre la structure glycosidique Galalphal-3Gall-4ClcNac-R, appelée épitope alpha-
galactosyl (aGal) (Galili, 1993) (Sandrin et al., 1993). L’'enzyme alphal,3-galactosyltransférase
qui synthétise I'épitope aGal, est fonctionnelle chez la plupart des espéces mais ne I'est pas
chez les humains et les singes de I’Ancien Monde (tels que les chimpanzés ou les babouins).
Ce motif est également exprimé par de nombreux microbes, de ce fait les hommes ainsi que
les primates se trouvent couramment exposés a ces déterminants antigéniques. Ces
expositions répétées expliqgueraient la présence d’anticorps naturels anti-aGal,
probablement formés des les premiéres années de la vie, suite a des stimulations
antigéniques bactériennes au niveau du tube digestif.

Dans le cas des combinaisons porc/babouin et porc/homme, les anticorps naturels
xénogéniques (ANX) sont directement responsables du rejet, ces greffes sont qualifiées de
discordantes. La cible porcine des ANX chez les primates et chez I'homme, est tres
majoritairement constituée par le motif aGal présent sur les protéines et les lipides a la
surface des cellules porcines, en particulier a la surface des CE. Ces ANX, d’isotypes IgG et
IgM, possédent une affinité élevée et sont directement responsables du rejet suraigu
(Kroshus et al., 1996). La forte densité de I'épitope aGal permet aux anticorps de se fixer
massivement a I'endothélium et d’activer le complément, qui entraine la lyse cellulaire mais
aussi une activation de type | de I’'endothélium. Elle consiste en une acquisition rapide d’un
phénotype procoagulant, sans activation de genes ni synthése de protéines. L'endothélium
activé du greffon provoque l'agrégation des plaquettes, la formation de fibrine et la
vasoconstriction. Cela aboutit a la thrombose vasculaire et la nécrose du greffon (Platt et al.,

1990). Ce rejet, qui survient dans les minutes ou les heures qui suivent la revascularisation



de l'organe, est qualifié de rejet suraigu (HAR, hyperacute rejection) (Figure 24).
Histologiquement, il se caractérise par des hémorragies interstitielles, un cedéeme et la
thrombose des petits vaisseaux.

Afin de prévenir I'apparition du rejet suraigu, il est possible de dépléter les anticorps
xénogéniques par plasmaphérese ou immunoadsorption. Les inhibiteurs du complément tels
que le facteur de venin de cobra (Leventhal et al., 1993), le CR1 soluble (complement
receptor 1) (Candinas et al., 1996) et le sulfate de dextran (Laumonier et al., 2004)
prolongent également la survie du greffon. L’activité du complément sur I’'endothélium peut
aussi étre controlée par des protéines régulatrices telles que le DAF (decay accelerating

factor ou CD55), le CD59 ou le CD46.

Figure 24. Rejet suraigu. La xénogreffe porcine
chez un primate non traité, entraine la réponse
de rejet, initiée par la fixation des anticorps
naturels xénogéniques aux épitopes
xénogéniques (principalement [I'épitope aGal),
suivie par l'activation du complément. La greffe
est rejetée dans les minutes ou les heures qui
suivent la revascularisation, en raison des
hémorragies et de la thrombose vasculaire.
D’apres (Yang et Sykes, 2007)

2. Lerejet xénogénique retardé ou rejet aigu humoral xénogénique

Le controle du HAR a révélé I'existence de nouveaux obstacles immunologiques a la
survie d’une xénogreffe. En effet, si le HAR est prévenu, par la déplétion des ac anti-aGal ou
I'inactivation du complément, en I'absence de tout traitement, la prolongation obtenue ne
dépasse pas quelques jours, les organes étant rejetés par un mécanisme appelé rejet
xénogénique retardé (DXR, delayed xenograft rejection) ou rejet aigu humoral xénogénique

(AHXR, acute humoral xenograft rejection) (Figure 25). Il se caractérise par un infiltrat



cellulaire composé en majorité de monocytes (70-80%) et de cellules lymphocytaires NK
(natural killer). 1l est associé a une activation de type Il de I'endothélium, conduisant a la
synthése de cytokines pro-inflammatoires (interleukines 1 et 8) et de molécules d’adhésion
comme VCAM-1, ICAM-1 et la E-sélectine, ainsi qu’a I'acquisition d’un phénotype
procoagulant. De plus, la fixation des IgG sur I'’endothélium peut non seulement activer le
complément, mais aussi induire ’ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxity) par
I'activation des cellules NK via une interaction entre le fragment Fc des IgG et le FcRylll de

ces cellules (Schaapherder et al., 1994).

Figure 25. Rejet xénogénique retardé ou
rejet aigu humoral xénogénique. Ce rejet
intervient lorsque le HAR est évité. En plus
des processus décrits dans le HAR, il est
induit par la présence de neutrophiles, de
macrophages et de cellules NK, médiant
I’ADCC. L'ensemble aboutit a I'activation
endothéliale, la thrombose et Ia
vasoconstriction. D’apres (Yang et Sykes,
2007)

Lors du DXR, on observe de facon concomitante une forte augmentation du titre
sérique des anticorps xénoréactifs IgM et 1gG. Ces anticorps sont principalement dirigés
contre I'épitope aGal, mais également contre d’autres épitopes porcins (Dehoux et al.,
2002). Dans le cas d’une déplétion des ac anti-aGal, un trés faible taux d’ac anti-aGal,
nouvellement formés, mais aussi la présence d’autres ANX peuvent entrainer le DXR. De
nombreuses études s’attachent a identifier un ou plusieurs antigenes porcins non aGal, qui
seraient la cible d’ac préformés chez les primates. Les porcs expriment d’autres structures
glycosidiques comme I'acide N-glycolyl neuraminique (NeuGc) a la surface de leur
endothélium (Bouhours et al., 1996). Il a été montré que 'hnomme possedent également
dans son sérum des ac naturels contre cet épitope NeuGc (Zhu et Hurst, 2002), cependant

leur réle dans le DXR reste a ce jour indéterminé (Miwa et al., 2004) (Komoda et al., 2005).



La microangiopathie thrombotique (MAT) et la coagulation intravasculaire disséminée
(CIVD) sont des composantes physiopathologiques majeures du DXR, initiées par la perte des
propriétés anticoagulantes de I'endothélium (Gollackner et al., 2004) (Houser et al., 2004).
Cette dérégulation de la coagulation est principalement due a des incompatibilités entre les
systemes de coagulation du porc et de 'homme, en particulier entre la TM porcine et la
thrombine humaine. Roussel et al. ont récemment montré in vitro que la TM de porc se lie
a la thrombine humaine et inhibe partiellement son activité procoagulante (Roussel et al.,
2008). Cependant, la TM serait un cofacteur peu efficace de I'activation de la protéine C
humaine, un inhibiteur clé de la coagulation. A ce jour, la thrombose microvasculaire est la
barriére principale a la survie a long terme de la xénogreffe porc/primate (pour revue

(Cowan, 2007)).
3. Lerejet cellulaire

Au-dela de I'implication du systeme immunitaire humorale, les réponses cellulaires
participent également au rejet des organes porcins dans les modéles de primates.
Cependant, elles restent pour le moment mal définies en raison de la difficulté a maitriser
les rejets HAR et DXR. Il a été montré que les lymphocytes T sont capables de reconnaitre et
d’attaquer les cellules endothéliales porcines, soit directement, soit par I'intermédiaire des
cellules présentatrices de I'antigéne (CPA) de I’hote (Figure 26). Les CE activées surexpriment
les antigénes du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe | et synthétisent de
novo, ceux de classe Il. Les CE porcines participent ainsi directement a l'activation des
lymphocytes T du receveur. De plus, contrairement a I'homme, les CE porcines expriment a
leur surface la molécule de costimulation B7-2 (CD86) (Maher et al., 1996), faisant d’elles
des cibles permanente pour les lymphocytes humains par la voie directe de présentation
xénoantigénique. In vitro, les lymphocytes T humains répondent fortement a la stimulation
par des antigénes porcins (Dorling et al., 1996a). Une xénogreffe cardiaque dans un modele
porc/babouin, dans laquelle les ac ont été déplétés, a révélé le rble important des
lymphocytes T dans le processus de rejet (Davila et al.,, 2006). En accord avec cette
observation, I'administration d’un traitement supprimant les cellules T, prolonge de facon
significative la survie d’'une xénogreffe porcine chez un primate (Yamada et al., 2005)

(McGregor et al., 2005).



Les cellules NK sont activées par leur interaction avec les CE porcines. En effet, les
cellules porcines expriment des ligands fonctionnels pour les récepteurs d’activation des
cellules NK humaines, ainsi le ligand ULBP1 (UL16 binding protein) porcin, peut interagir avec
le récepteur NKG2D (natural-killer group 2, member D) humain. Méme si le ligand reste a
identifier, il a également été montré que les cellules porcines peuvent activer les cellules NK
humaines, par leur interaction fonctionnelle avec NKp44 (Lilienfeld et al., 2006) (Tran et al.,
2008). L'incompatibilité entre les molécules du MHC de porc (hommé SLA, swine leukocyte
antigen) et les récepteurs inhibiteurs des cellules NK humaines, rendent les cellules porcines
particulierement sensibles a la lyse médiée par les NK. De plus, les cellules NK libérent des
cytokines, comme I'IFNy et le TNF, qui activent les macrophages et les CE et prolongent le
processus inflammatoire (Gourlay et al., 1998).

Des principes similaires sont applicables aux macrophages. Les macrophages sont
activés par les CE porcines, par I'intermédiaire de |'épitope aGal reconnu par la galectine-3.
L’absence d’interaction fonctionnelle entre le CD47 porcin et la protéine humaine SIRPa
(signal-regulatory protein-a), un important récepteur inhibiteur des macrophages, rend les
cellules porcines vulnérables a la phagocytose par les macrophages humains (Wang et al.,

2007).

Figure 26. Rejet cellulaire.
Dans le cas d’une xénogreffe,
les lymphocytes T, les cellules
NK et les macrophages
humains sont activés par les
CE porcines, aboutissant a la
destruction des CE. D’apres
(Yang et Sykes, 2007)

I Les



stratégies de prévention du rejet par modifications

génétiques du donneur

L'identification du rdle joué par les anticorps xénogéniques naturels anti-aGal, a
permis de contourner ce premiére obstacle du HAR. Ainsi différentes stratégies ont été
adoptées : inhiber I'activation du complément du receveur et/ou diminuer I'antigénicité des
cellules porcines en éliminant I'épitope aGal. Un des avantages majeurs du porc comme
donneur d’organe, est la possibilité de modifier le génome de cet animal par des techniques
modernes de génie génétique. Les caractéristiques de la reproduction du porc, notamment
la gestation relativement courte et les grandes portées, ont permis la manipulation du
génome du porc et lI'addition d’un ou de plusieurs gene(s) (porc transgénique) ou la

suppression de I'expression d’un gene (porc KO) (pour revue (Le Bas-Bernardet et al., 2008)).

a. Les techniques de manipulations génétiques chez le porc

Plusieurs techniques permettent la manipulation génétique chez les grands animaux.
Parmi les plus connues, on distingue la microinjection pronucléaire, le transfert de gene
médié par le sperme (SMGT, sperm-mediated gene transfer), la transgénése médiée par un
virus et le transfert nucléaire de cellules somatiques (SCNT, somatic cell nuclear transfer)
(pour revue (Sachs et Galli, 2009)).

La microinjection pronucléaire est désormais rarement utilisée. Cette ancienne
méthode, a faible taux de réussite, consiste en la microinjection de plusieurs copies de génes
dans l'un des deux pronoyaux d'un oeuf fécondé. Cette technique a été utilisée, par
exemple, par Martin et al., qui ont ainsi généré des porcs transgéniques exprimant la
molécule inhibitrice humaine des lymphocytes T (hCTLA4-lg) sous le contréle d’un
promoteur spécifique des neurones (Martin et al., 2005). L'étude de ces porcs
transgéniques, destinés a la xénotransplantation de neurones, a montré une expression dans
des parties variées du cerveau, incluant I’hippocampe ou le cortex.

La SMGT est une technique permettant la production de porcs multitransgéniques.
Cette méthode a été récemment améliorée par Webster et al. qui ont incubé les genes de
trois protéines fluorescentes avec des spermatozoides, par la suite utilisés pour
I'insémination des animaux. lls ont ainsi obtenu 18 porcelets transgéniques dont 7 portant

les trois génes (Webster et al., 2005). Cette technique présente les avantages d’étre efficace,



peu onéreuse et facile a mettre en ceuvre. Néanmoins, l'insertion se fait au hasard et le
transgéne peut subir des réarrangements, affectant le niveau d’expression. Enfin,
I’expression du transgéne a long terme est controversée (Wu et al., 2008).

L'infection par un lentivirus d’oocyte, d’embryon (Whitelaw et al., 2004) ou de cellules
somatiques en culture, permet également le transfert de génes et I'obtention de 80 a 100%
d’animaux transgéniques. Les lentivirus ne peuvent étre utilisés en clinique en raison des
risques associés aux intégrations multiples, entrainant l'activation d’oncogénes, des
mutations ou I'inhibition des séquences lentivirales (Hofmann et al., 2006) par methylation.
Une autre classe de virus, utilisée pour le transfert de gene, est I’AAV (adeno-associated
virus). Rogers et al. ont ainsi produit un porc KO pour le géne CFTR (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) (Rogers et al., 2008).

Enfin, le transfert nucléaire de cellules somatiques est devenu I'outil le plus utilisé pour
la génération d’animaux génétiqguement modifiés, d’autant que cette technique fonctionne
particulierement bien chez le porc (Lagutina et al., 2007). Le SCNT consiste en un transfert
d’un noyau d’une cellule somatique, dans une cellule ceuf préalablement énuclée. Le
probleme majeur est la durée de vie limitée des cellules somatiques, qui restreint le temps

de culture in vitro nécessaire a leur manipulation génétique.

b. Les premiers résultats d’études utilisant des porcs transgéniques

Les premiéres modifications génétiques rapportées chez le porc, consistent en
I'introduction d’une ou de plusieurs molécules régulatrices du complément humain
(Langford et al., 1994). Les trois protéines les plus souvent utilisées, sont le DAF (Cozzi et al.,
1997), le CD46 (Diamond et al., 2001) et le CD59 (Byrne et al., 1997). La particularité de la
xénotransplantation réside dans la spécificité d’espece des protéines, notamment des
molécules régulatrices du complément, exprimées par les cellules endothéliales porcines, et
peu efficaces pour contréler le complément humain. Ainsi, dans la combinaison
porc/homme, le DAF porcin ne peut réguler efficacement I'activation du complément
humain (Dalmasso et al., 1991). Toutefois, une étude, plus récente, semble montrer que la
guantité, c’est a dire le niveau d’expression des molécules régulatrices du complément,
serait plus importante dans la protection de I'endothélium que la qualité, c'est-a-dire la

spécificité d’espece (Morgan et al., 2005). Ainsi, les porcs, surexpimant les molécules



régulatrices du complément porcin, seraient aussi efficaces, que des porcs exprimant ces
mémes molécules humaines.

La protéine DAF est une protéine de surface, ancrée a la membrane plasmique via une
structure glycosylinositolphospholipide, appelée GPI (glycosylphosphatidylinositol). Cette
protéine inhibe la formation de la C3 convertase par sa liaison avec C3b et C4b. Elle se lie
également avec la convertase C3bBb de la voie alterne, et avec la convertase C4b2a de la
voie classique, et accélere ainsi leur dégradation. La fonction de DAF est de fournir une
barriere de protection contre I'activation du complément et le dépo6t sur la membrane
plasmique des cellules autologues, notamment par la voie classique, en limitant la formation
et la demi-vie des C3 convertases (pour revue (Lachmann, 1991)) (Figure 27).

Le cofacteur membranaire CD46 (ou MCP, membrane cofactor protein) est une
glycoprotéine transmembranaire dont I'action nécessite la présence du facteur I. Ainsi,
I'association du facteur | et de son cofacteur CD46, induit le clivage des fragments C3b et
C4b. La fragmentation de C3b produit le fragment C3bi, inapte a l'activation du complément.
Le clivage de C4b produit les fragments C4c, libéré dans le milieu extracellulaire, et C4d, qui
ne peut continuer la cascade du complément et reste fixé a la membrane (pour revue (Riley-
Vargas et al., 2004)). Ainsi, I'action couplée du facteur | et de CD46, entraine la formation de
fragments incapables de former une convertase et bloque ainsi I'activation du complément
(Figure 27).

La protéine de surface CD59, aussi appelée protectine est, comme le DAF, une protéine
GPI. Elle protége les cellules de la lyse médiée par le complément en se liant avec C9 et en
inhibant son incorporation dans le complexe C5b-9. CD59 empéche ainsi la polymérisation
du complexe d’attaque membranaire, et protege efficacement les cellules de l'activation
inappropriée du complément ayant échappé aux multiples inhibiteurs de I’étape C3/C5

(pour revue (Lachmann, 1991)) (Figure 27).



Figure 27. Schéma de la cascade du complément illustrant les trois voies d’activation (classique, des lectines,
alterne). Les régulateurs du complément sont représentés en rouge (DAF, CD46 et CD59), les facteurs solubles
en bleu. Le complexe d’attaque membranaire (C5b-9) ainsi que le réle des fragments solubles sont mentionnés.

Si les premieres études, utilisant des porcs transgéniques pour ces différentes
protéines DAF, CD46 ou CD59, ont clairement montré une inhibition du complément, et par
conséquence, une inhibition partielle de la destruction du greffon induite par le
complément, aucune de ces modifications n’a permis d’éviter le rejet DXR. Ainsi, en
I'absence de tout traitement, la prolongation obtenue ne dépasse pas quelques jours, les
organes étant rapidement rejetés. Beaucoup d’études ont donc combiné I'utilisation des
animaux transgéniques a des traitements immunosuppresseurs. En effet, la mise au point de
traitements immunosuppresseurs adaptés a la situation clinique, semble également étre un
complément indispensable a la réussite de xénogreffes. Mc Gregor et al. ont ainsi obtenu
une survie de 96 jours d’un coeur de porc transgénique pour le CD46, transplanté chez un
babouin, en utilisant du Rituximab et de la Thymoglobuline en thérapie d’induction, associé
a un régime immunosuppressif standard incluant le tacrolimus, des stéroides et des
inhibiteurs des ac anti-aGal (McGregor et al., 2005). Shimizu et al. ont rapporté une série de

xénogreffes de reins porcins transgéniques pour le DAF humain, chez des babouins, traités



par le facteur de venin de cobra, associé a une déplétion des ac anti-aGal par
immunoadsorption (Shimizu et al., 2005). Ces traitements n’ont cependant pas pu empécher
la survenue du rejet xénogénique retardé, un mois post-greffe, caractérisé par le dépo6t d’ac
et une microangiopathie thrombotique.

Alors que les ac anti-aGal étaient couramment considérés comme la cause majeure du
rejet xénogénique retardé des xénotransplantations porc/primate, quelques études
évoquaient déja la possibilité du role joué par des ac non-aGal (Chen et al., 2006). La

génération et la disponibilité des porcs Gal-KO en 2005, a permis d’affiner cette hypotheése.

c. Les premiers résultats d’études utilisant des porcs Gal-KO

Le role prédominant des anticorps xénogéniques dans les rejets suraigu et retardé,
ainsi que la difficulté de surmonter ces rejets ont conduit a suggérer, en 1993, que la
suppression de I'expression du motif aGal pourrait étre une solution de choix au rejet
humoral en xénotransplantation (Cooper et al., 1993). La technique du transfert nucléaire,
apparue en 1996, a permis de produire en 2001 les premiers porcs hétérozygotes pour une
forme inactive de I'alphal,3-galactosyltransférase (Gal). L'année suivante, des porcs dont les
deux alléles de I'alphal-3galactosyltransférase avaient été invalidés (porcs Gal-KO) ont vu le
jour (Lai et al., 2002). Les premiers résultats dans des modeéles de greffes cardiaques (Kuwaki
et al., 2005), rénales (Yamada et al., 2005) et pulmonaires (Schroeder et al., 2005) utilisant
des porcs Gal-KO, ont montré I'absence de HAR et une survie plus longue des primates non
humains transplantés.

En 2005, Chen et al. ont réalisé des xénogreffes rénales dans un modeéle porc Gal-
KO/babouins traités par immunosuppresseurs, et montré une survie modeste, d’environ 15
jours, en raison d’un rejet humoral aigu (Chen et al., 2005). Le taux d’ac non-aGal circulants
a été décuplé apres la greffe, allant jusqu’a une augmentation de 26 fois le niveau initial, et
entrainé 'activation et la cytotoxicité médiée par le complément. Ces travaux ont permis de
confirmer le réle des antigénes non-aGal dans I'induction du DXR.

La méme année, Kuwaki et al. ont obtenu une survie record de 179 jours dans un
modeéle porc Gal-KO/babouins de xénogreffe cardiaque (Kuwaki et al., 2005). Cette
significative prolongation de la survie, semble étre en partie due a un traitement

immunosuppresseur mieux adapté et moins toxique. Les auteurs ont ajouté a leur protocole



immunosuppresseur, un anticorps dirigé contre le ligand CD40 (CD40L ou CD154), une
protéine impliquée dans la voie de co-stimulation CD40-CD40L. Il a été montré que
I’engagement du TCR avec I'antigéne en I'absence de signaux de co-stimulation appropriés,
peut rendre les lymphocytes T insensibles a la stimulation antigénique (anergique) et/ou
induire I'apoptose. Ainsi, I'utilisation de I’ac anti-CD40L a permis de bloquer, en partie, la
voie du CD40-CD40L et a contribué au maintien du faible niveau d’ANX. Cette méme
stratégie d’induction de tolérance des lymphocytes T, mais cette fois par l'utilisation de
CTLA4-Ig inhibiteur de la voie de co-stimulation CD80/86-CD28, a également permis une
amélioration du taux de survie de certaines xénogreffes (Lenschow et al., 1992). Dans
I'étude de Kuwaki, des signes prononcés de microangiopathie thrombotique ont été
observés chez la plupart des babouins et étaient responsables de I'ischémie et de la perte
des greffons. La transgenése porcine pourrait contribuer a contréler ce phénomeéne, en
particulier en permettant I’expression d’inhibiteurs du facteur tissulaire et d’antithrombine.

Yamada et al. ont rapporté la mise au point d’'un autre protocole d’induction de la
tolérance xénogénique, permettant la survie d’'une xénogreffe rénale de 83 jours, la plus
longue jamais observée a ce jour. La délétion des cellules T xénoréactives est obtenue par
une greffe de fragments thymiques du donneur. Ces fragments peuvent étre transplantés
séparément du rein, ou étre placés sous la capsule rénale plusieurs semaines avant le
prélevement, afin de permettre la création d’un environnement thymique vascularisé. Dans
ce cas, le jour de la greffe, c’est un « thymus-rein » qui est greffé et permet la délétion des
lymphocytes T xénoréactifs.

L’ensemble de ces travaux, a montré que la connaissance des cibles des anticorps non
dirigés contre le motif aGal et la compréhension des mécanismes qui sous-tendent le rejet
cellulaire, sont essentielles a I'adaptation des traitements, voire a l'induction d’une
tolérance du receveur vis-a-vis de son greffon. Cette tolérance xénogénique, par le contréle
des voies de co-stimulation ou par délétion thymique, pourrait permettre I'utilisation d’'une
immunosuppression minimale. Cette perspective revét un intérét fondamental, dans la
mesure ou les traitements immunosuppresseurs actuellement requis en

xénotransplantation, sont difficilement compatibles avec la clinique humaine.



III. La protection du greffon par accommodation

1. Définition du processus d’accommodation

Le succeés de la transplantation d’organe est largement di au développement de
traitement immunosuppresseur qui bloque la réponse lymphocytaire impliquée dans le
rejet. Il est donc normal que beaucoup d’efforts soient alloués a la compréhension de ces
mécanismes cellulaires. Cependant le devenir d’une greffe ne dépend pas uniquement de la
réponse immunitaire dirigée contre elle mais également de sa capacité a se protéger par
elle-méme, des lésions induites par I'immunité.

Si le réle délétére des IgM naturels dirigées contre les déterminants xénogéniques,
n’est plus a démontré, celui des IgG demeure plus controversé. En effet, on sait que, dans un
modele de transplantation porc/homme, les I1gG anti-aGal participent a l'activation du
complément et favorisent la lyse des CE porcines par les cellules NK humaines, suivant le
mécanisme de cytotoxicité dépendant des ac. Cependant, l'incubation des cellules
endothéliales porcines avec des préparations d'lgG humaines polyclonales, conduit a une
protection des cellules contre I'activation du complément (Magee et al., 1995) (Dorling et al.,
1996b). Les travaux de Dorling et al. suggérent que les 1gG xénoréactives conférent aux
cellules endothéliales une protection qui s'apparente au phénomeéne « d'accommodation »
(pour revue (Dehoux et Gianello, 2009)). Ce phénomeéne a été initialement décrit dans un
nombre limité de transplantations allogéniques entre individus ABO ou HLA incompatibles
(Alexandre et al., 1987). Il se définit par la survie d'un greffon malgré la présence d’anticorps
dirigés contre lui, et sans le recours a une prophylaxie anti-rejet. Pour expliquer
I'accommodation, le groupe de F. Bach et al. propose, que dans certaines circonstances, le
greffon n’active pas le processus proinflammatoire, mais se protege des réactions induites
par les anticorps et le complément, notamment par la surexpression de genes protecteurs
durant les premiers jours post-greffe (Bach et al., 1991) (Soares et al., 1999). La xénogreffe
cardiague dans le modele hamster/rat a été largement étudiée et a apporté la preuve
directe qu’un cceur accommodé survit, malgré la présence d’ac anti-greffe, contrairement a
un ceceur « naif », rejeté rapidement (Lin et al.,, 1999). Cette méme équipe a obtenu des
survies prolongées dans le modeéle hamster/rat grace a linduction du phénomeéne

d’accommodation (Lin et al., 2000). Pour cela, le rat receveur a subi une splénectomie et



recu de la cyclophosphamide qui ont agi en synergie pour retarder le retour des ac. Cette
thérapeutique, combinée a la pré-sensiblisation par transfusion sanguine, a 'administration
de facteur de venin de cobra et de cyclosporine A, a permis une survie a long terme du
greffon, en présence de complément, d’IgM et d’IgG anti-donneurs. Les auteurs attribuent la
prolongation de la greffe a I’élimination des ac anti-donneur pré-existants et aux traitements
ayant atténué leur retour. Ces résultats ont montré que le succes de la greffe n’était pas dl
au phénomene de tolérance mais bien a un autre processus biologique, celui
d’accommodation.

Les différentes recherches montrent que I'accommodation requiert plusieurs
modifications concomitantes du receveur et de la greffe. Tout d’abord, la déplétion des ac
anti-greffe du receveur doit étre suivie d’'un lent retour au niveau basal des ac aprés la
greffe. L'endothélium du greffon doit surexprimer plusieurs génes protecteurs tels que bcl2,
Bcl-xL, A20 et HO-1 (ou héme oxygénase 1), permettant la protection des CE de I'apoptose
(Delikouras et al.,, 2001) et la modulation de la réponse proinflammatoire (Bach et al.,
1997a). Différents stimuli peuvent étre a l'origine de I'expression de ces génes protecteurs
par les CE, notamment la présence de cytokines anti-inflammatoires comme les
interleukines 4, 6, 10 et 13 associée a la réponse T helper (Th2) du receveur (Dorling et al.,
2001). Enfin d’autres caractéristiques, moins bien définies, peuvent entrer en jeu comme
I'inhibition du complexe d’attaque membranaire observée dans le modele de
transplantation hamster/rat (Suhr et al., 2007).

L’'accommodation pourrait étre reliée a la modification de la sous-classe d’ac chez le
receveur. Comme Dorling et al., Yu et al. ont observé in vitro que les 1gG2 dirigées contre
I’épitope aGal empéchent la fixation des IgM et inhibent I'activation du complément (Yu et
al., 1996). De plus, Mohiuddin et al. ont montré que les ac anti-aGal d’une souris
accommodée n’étaient pas cytolytiques, contrairement aux ac anti-aGal d’une souris ayant
rejeté la greffe qui induisent fortement la lyse des cellules exprimant I'épitope aGal
(Mohiuddin et al., 2003). Il a également été noté que les souris accommodées présentent
une augmentation de leur sous-classe d’lgG2b. Ainsi, I'augmentation des IgG2, qui activent
faiblement le complément, permettrait d’éviter les lésions induites par l'immunité

humorale, en empéchant la fixation de sous-classes plus cytotoxiques.



Si le processus biologique d’accommodation représente une voie de recherche non
négligeable, les données actuelles restent limitées et aucun élément ne prouve, a ce jour,

que ce phénomeéne soit applicable au modéle porc/primate.
2. Les genes protecteurs de I'endothélium

Dans le cas de greffe vascularisée, I'interaction physique entre le systéme immunitaire
et la greffe, est représentée par I'endothélium vasculaire du greffon. Il a été montré que les
CE participent au phénomene d’accommodation en surexprimant des genes protecteurs
codant pour des molécules anti-inflammatoires et/ou anti-apoptotiques. Cette protection
est primordiale en xénotransplantation mais pourrait également jouer un role dans
I'artériosclérose (vasculopathie du greffon) en allotransplantation. Les génes protecteurs se
définissent comme étant induits par le TNFa et ayant une action anti-inflammatoire et anti-
apoptotique (Bach et al., 1997c). Ces caractéristiques leur permettent de supplanter I'effet
des molécules pro-inflammatoires et ainsi de surmonter le rejet. Parmi les molécules,
clairement identifiées, on peut citer les protéines A20, Bcl2, bcl-x,, I'héme-oxygénase 1 (HO-

1), A1, IAP ou iNOS.

a. La protéine A20

A20 a été identifiée pour la premiére fois comme un géne induit par le TNFa dans les
HUVEC (Opipari et al., 1990). Le géne A20 code pour une protéine appartenant a la famille
des zinc finger protein ou protéine « a doigt de zinc». Ces molécules possédent des
domaines renfermant des atomes de zinc qui leur permettent, par leurs charges positives, de
chélater I’ADN. Cette protéine est exprimée par de nombreux types cellulaires suite a
différents stimuli tels que I'IL-1 ou la liaison avec le CD40. Il a été montré que la protéine A20
a un roéle cytoprotecteur double dans la CE, puisqu’elle présente des fonctions anti-
apoptotiques mais aussi anti-inflammatoires.

Ainsi dans la CE, A20 a pour cible la voie apoptotique du TNF, elle inhibe le clivage des
caspases 8 et 12 et par conséquence, I'activation des caspases 3 et 6, le cleavage de BID et la
libération du cytochrome c. Par son action inhibitrice de la caspase 8, A20 protege
également les cellules de l'activité du récepteur FAS et de I'apoptose induite par les NK
(Daniel et al., 2004). A20 préserve donc les CE en bloquant les voies de signalisation

apoptotiques initiées par les cellules immunitaires ou les cytokines inflammatoires.



De plus, A20 est un inhibiteur de I'activation du facteur de transcription NF kB, induite
par le TNF (Ferran et al., 1998), le stress oxydatif (Bubici et al., 2006) ou la voie CD40/CD40L
(Longo et al., 2003). Comme décrit précédemment (partie |, inflammation), la transcription
de nombreuses molécules pro-inflammatoires est sous le controle de NF kB. L’inhibition du
facteur de transcription NF kB par A20, permet de diminuer I'expression des molécules
d’adhésion telles que VCAM-1, ICAM-1, qui favorisent l'interaction des leucocytes a
I’endothélium, les chimiokines ou CD40 et CD40L qui amplifient le processus inflammatoire.
Enfin, le role prépondérant de A20 dans le contrdle et I'inhibition de l'inflammation, est
confirmé par les souris A207 qui développent des inflammations séveres et sont
hypersensibles au LPS et au TNF, I'ensemble de ces phénoménes aboutissant a leur mort

prématurée (3 semaines) (Lee et al., 2000).

b. Les membres de la famille anti-apoptotique bcl

Les génes anti-apoptotiques bcl tels que bcl-2, bcl-x; partagent les fonctions anti-
apoptotiques et anti-inflammatoires de A20 dans les CE, via l'inhibition des facteurs de
transcription NF kB et le contréle de I'activation des CE (Badrichani et al., 1999) (Stroka et
al., 1999). Les protéines bcl-2 et bcl-x, sont co-exprimées avec A20 dans les CE et les CML des
xénogreffes présentant une survie prolongée (Bach et al., 1997b). Ce résultat suggéere que
leur expression simultanée protege la greffe in vivo. Dans des conditions physiologiques,
I’expression constitutive de bcl-2 et bcl-x. entretient le phénotype anti-inflammatoire et
anti-coagulant des CE. En réponse a des stimuli proinflammatoires, 'induction additionnelle
de I'expression de génes cytoprotecteurs comme A20 ou Al augmente la protection et limite
ainsi les lésions et I'apoptose des CE, favorisant la prolongation de la greffe (Bach et al.,
1997d). De plus, dans le cas de survie a long terme d’allogreffe, il a été montré que les CE
expriment ces mémes genes protecteurs, au contraire de CE de greffon rejeté de facon
chronique (Hancock, 1997). La diminution de l'inflammation et de I'apopotose des CE,

prémunirait également du développement de I'artériosclérose.

¢. L’héme-oxygénase 1
L'héme oxygénase 1 (HO-1) est une enzyme qui catalyse la dégradation de

I'héme, aboutissant a la génération de monoxyde de carbone (CO), de biliverdine et d’ions
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ferreux (Fe®*). HO-1 est exprimée par les CE et les CML des xénogreffes présentant une
survie prolongée (Bach et al., 1997d). Si elle est exprimée avant le stress, elle empéche la
détérioration des cellules et des tissus. La transformation de I‘'heme libre par HO-1 permet
de limiter de fagon conséquente les effets déléteres de I’"héme. Cependant, la plupart des
effets protecteurs de cette enzyme, est apportée par ses produits de dégradation. Le CO
prévient les CE de I'apoptose, tout comme la biliverdine (Brouard et al., 2000). De plus, le
monoxyde de carbone diminue la prolifération des CML et inhibe le développement de
I'artériosclérose. Les produits engendrés par HO-1 affectent également la réponse immune.
La biliverdine supprime la réponse des lymphocytes T en inhibant NF kB et NF-AT, et
favorise ainsi la tolérance immunitaire (Akamatsu et al.,, 2004). Le CO et la biliverdine
présentent également de nombreuses propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes
(pour revue (Soares et Bach, 2007)). Ainsi, HO-1 et les molécules produites par son activité,
protégent le réseau vasculaire localement mais également de fagon plus générale en ciblant

directement le systéme immunitaire.

Sans étre exhaustive, cette liste de protéines montre la diversité et le réle important
de ces molécules dans la protection de la xénogreffe. L’expression de ces génes protecteurs
contrebalancerait les effets déléteres de I'inflammation et de la réponse immunitaire qui
s’entretiennent mutuellement. En bloquant ce cycle, le greffon pourrait acquérir un
phénotype particulier, qui lui permettrait de survivre a long terme avec une

immunosuppression minimale.

La production de porcs Gal-KO multitransgéniques, exprimant des molécules
régulatrices du complément, des molécules prévenant la coagulation et d’autres protégeant
I’endothélium, est en cours. L’action cumulée de ces molécules pourrait apporter une

prolongation significative de la survie des greffons.
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Article 2: Le transfert du géne Lnk prévient les CE porcines de
I'activation et de I'apoptose : implications dans la cytoprotection de

la xénogreffe

Résumé de I'article :

Le rejet xénogénique retardé (DXR) ou rejet aigu humoral xénogénique (AHXR)
intervient les premieres semaines post-greffe, et reste le principal obstacle a Ia
xénotransplantation. Les lésions du greffon sont majoritairement dues a l’activation et
I'apoptose des CE. Une stratégie innovante dans la protection de la xénogreffe, est la
modification par génie génétique des porcs et I'expression par les CE porcines de transgénes
protecteurs connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires et/ou anti-apoptotiques.

Nous avons précédemment montré que la protéine Lnk est présente dans les CE
porcines et surexprimée suite a la fixation d’anticorps naturels xénogéniques ou a une
stimulation au TNFa (Boulday et al., 2002). Dans cette nouvelle étude, nous avons démontré
qu’un adénovirus recombinant permet la transduction efficace de I'ADNc de Lnk et
I’expression de la protéine Lnk humaine dans des PAEC issues de porcs WT ou Gal” (Gal-KO).
Nous avons également confirmé que I'expression soutenue de Lnk agit dans les PAEC comme
dans les CE humaines (Fitau et al., 2006), en inhibant I'expression de VCAM-1 induite par le
TNFa humain. Ainsi, 'expression de la protéine Lnk humaine agit comme un inhibiteur de
I'activation endothéliale porcine en diminuant I'expression des molécules d’adhésion
impliquées dans I'acquisition d’un phénotype pro-inflammatoire. De plus, I'utilisation du
marquage de la fragmentation de I’ADN par l'iodure de propidium, a montré que
I’expression de Lnk protéege les PAEC de la mort cellulaire par anoikis. Enfin, le transgene Lnk
diminue I'apoptose médiée par le TNFa, caractérisé par la diminution de l'activité des
caspases 3 et 7 dans les PAEC transduites.

Ces résultats font de Lnk une molécule adaptatrice particulierement prometteuse dans
la cytoprotection des greffons en préservant les cellules de I'apoptose et de I'activation

endothéliale.
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Abstract

Background: Targeting protective gene expression to porcine endothelium by genetic
modification of the donor could improve xenograft survival by controlling cell activation and
death. We previously found that, in endothelial cells (EC), the molecular adaptor Lnk
(SH2B3) is a negative regulator of cytokine signaling. We also have shown that Lnk is
upregulated in pig EC (PAEC) in response to tumor necrosis factor-a (TNF) and xenoreactive
natural antibodies (XNA) binding. The present study investigated whether ectopic expression
of human Lnk using gene transfer may be efficient to control signaling pathways associated
with inflammation and apoptosis in porcine aortic endothelial cells (PAEC). Methods:
Endothelial cells cultures were established from WT and Gal(-/-) pigs and transduced with a
recombinant adenovirus encoding human Lnk. Phenotype and functions of transduced PAEC
expressing Lnk were analyzed by flow cytometry, western blot and XNA and complement-
dependent assays. The regulatory functions of Lnk toward inflammation were assessed in
TNF-activated EC, and the protective functions were tested toward TNF-induced apoptosis
and anoikis. Apoptosis assays included DNA content analysis and caspase-3/7 activity.
Results: First, we found that as a result of adenoviral transduction, human Lnk was
efficiently and similarly expressed in EC from WT or Gal(-/-) pigs. Lnk expression or EC
transduction caused no significant change in the binding of XNA (IgG and IgM) to PAEC and
has no effect on complement activation and C5b-9 formation. We demonstrated that
expression of human Lnk efficiently inhibits TNF signaling in PAEC and decreases VCAM-1
induction by 46.3 + 1.2% compared to controls (n = 6, **P < 0.01). Furthermore,
expression of Lnk was associated with a significant decrease in the percentage of caspase-3/7-
dependent apoptosis caused by TNF in the presence of actinomycin D and also reduces cell
death by anoikis by 25.0 = 1.9% compared to controls (n = 5, **P < 0.01).
Conclusions: Together, these findings indicate that the signaling adaptor Lnk is effective to
reduce PAEC activation and apoptosis. Thus, Lnk is a potential candidate for the modulation
of signaling pathways to protect vascular EC from inflammation in xenotransplantation.

© 2011 John Wiley & Sons A/S.
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Abstract

Background: Targeting protective gene expression to porcine endothelium by genetic
modification of the donor could improve xenograft survival by controlling cell activation and
death. We previously found that, in endothelial cells (EC), the molecular adaptor Lnk
(SH2B3) is a negative regulator of cytokine signaling. We also shown that Lnk is up-
regulated in pig EC in response to TNF and xenoreactive natural antibodies (XNA) binding.
The present study investigated whether ectopic expression of human Lnk using gene transfer
may be efficient to control signaling pathways associated in inflammation and apoptosis in

porcine EC.

Methods: EC cultures were established from WT and Gal”" pigs and transduced with a
recombinant adenovirus encoding human Lnk. Phenotype and functions of transduced pig EC
expressing Lnk were analyzed by flow cytometry, Western blot and complement-dependent
cytotoxicity. The regulatory functions of Lnk toward inflammation were assessed in TNF-
activated EC and the protective functions were tested toward TNF-induced apoptosis and

anoikis. Apoptosis assays included DNA content analysis and caspase-3/7 activity.

Results: Firstly, we found that as a result of adenoviral transduction, human Lnk was
efficiently and similarly expressed in EC from either WT or Gal” pigs. Lnk expression or EC
transduction caused no significant change in the binding of XNA (IgG and IgM) to porcine
EC and has no effect on complement-dependent cytotoxicity. We demonstrated that
expression of human Lnk efficiently inhibits TNF signaling in pig EC and decrease VCAM-1
induction by 46.3 + 1.2% compared to controls (**p<0.01). Furthermore, expression of Lnk
was associated with a significant decrease in the percentage of caspase-3/7-dependent
apoptosis caused by TNF in the presence of actinomycin D and also reduces cell death by

anoikis by 25 + 1.9 %.

Conclusions: Together, these findings indicate that the human signaling adaptor Lnk is
effective as a cytoprotective molecule which prevents pig EC from inflammation and
apoptosis. Thus, Lnk is a potential candidate for modulating signaling pathways to protect

vascular EC in xenotransplantation.



Introduction

A shortage of human organs has accelerated research concerning the possibility of using
nonhuman donors for transplantation. Pigs are the most likely species for clinical
xenotransplantation because of their similarity to humans (1). Several approaches have been
developed to prevent hyperacute rejection (HAR), caused by the presence of the carbohydrate
epitope galactose-alphal,3-galactose (aGal) on the pig vascular endothelium, and mediated by
human natural anti-aGal antibodies. HAR is currently restrained by the breeding of pigs that
do express human regulators of complement activation (i.e. CD46, CD55, CD59) or/and that
do not express aGal epitope (2). The latter can be achieved by knocking out (KO) the gene for
the enzyme alphal,3-galactosyltransferase using nuclear transfer and embryo transfer
techniques (3). Such genetic engineering of the pig donors clearly allows an improved
xenograft survival in pig-to-primate experimental model (4) (5). Nevertheless, the appearance
of a strong adaptive anti-pig humoral response directed against non aGal epitopes still
coincides with consummative coagulation, complement activation and endothelial cell (EC)
injury that lead to xenograft thrombosis (6) (7) (8). Thus, acute humoral vascular xenograft
rejection (AHXR) occurring within the first few weeks after transplantation remains the major

immunological barrier to the long term survival of xenografts.

Several studies attribute graft injury in AHXR to both activation and death of vascular EC
in the graft (9) (7). Endothelial cell death can cause the loss of vascular integrity, exposure of
thrombogenic matrix, and loss of endothelial functions, such as the control of coagulation and
inflammation. Endothelial cell activation can also contribute to graft injury, by being
associated with a shift from an anticoagulant into a procoagulant state. EC activation also
promotes inflammation by the dysregulation and/or de novo expression of a broad set of
adhesion molecules (E-selectin, ICAM-1, VCAM-1), cytokines (IL1, IL6, IL8) and
chemokines (MCP1, Rantes) that trigger and alter adhesion and trafficking of immune cells
through the graft (10). Therefore, innovative strategies are still needed to overcome the
induced anti-pig antibody production post-transplantation and to protect vascular pig EC from

activation and death.

In this study, we established the protective effect of an adaptor molecule, Lnk, to
functionally prevent pig EC isolated from wild type and Gal”" pigs from activation and death
mediated by human TNF. Lnk (SH2B3) is a signaling adaptor molecule that plays regulatory



functions in the homeostasis and proliferation of immune cells (11) (12) (13) (14). We
previously found that Lnk is also expressed in human and pig EC and up-regulated in
activated pig EC in response to TNF and xenoreactive natural antibodies (XNA) binding (15).
We further demonstrated that, in human EC, Lnk is a negative regulator of TNF signaling that
inhibits CAM expressions in response to TNF (16). Here, we show that a recombinant
adenovirus allows an efficient gene transfer of Lnk in cultured PAEC and we demonstrate that
human Lnk is a potent cytoprotective molecule that prevents pig EC from inflammation and

apoptosis.



Material and methods

Reagents and antibodies- Goat polyclonal anti-Lnk antibody was obtained from Serotec
(Cergy St Christophe, France) (1:500 dilution). Mouse anti-GAPDH antibody from Chemicon
(Temecula, USA) was used to quantify total protein (1:1000 dilution). Horseradish peroxidase
conjugated anti-mouse (1:2000 dilution) from Cell Signaling Technology (CST, Ozyme, St
Quentin Yveline, France) and anti-goat IgG antibodies (1:500 dilution) from Serotec, were
both used as secondary antibodies. Goat anti-human C5b-9 antibody (1:500 dilution) was
purchased from Calbiochem (Merck Chemicals, Beeston, UK) and secondary donkey anti-
goat IgG Alexa 647 antibody from Invitrogen (Invitrogen, Cergy pontoise, France). Human
serum AB group was issued from a pool (n=150) of male healthy donors purchased from
Biowest (ABClys s.a, Paris, France) and rabbit complement (dilution 1:6 in DMEM Free) was
obtained from CRTS (EFS, Nantes, France). Human recombinant TNFa and actinomycin D
were purchased respectively from Miltenyi (Miltenyi Biotec SAS, Paris, France) and Sigma-

Aldrich (Lyon, France).

Generation of Gal knock out pigs- PAEC were isolated from wild type (WT) and
homozygous Gal” pigs. Gal” pig line (17) was generated from fibroblasts kindly provided
by Pr. David Sachs (MGH, Boston, MA) by somatic cell nuclear transfer (SCNT) as
previously reported (18) (19). All procedures were approved by Avantea local Ethics
Committee and carried out according the Dlgs 116/92 regulating the use of animal in

scientific research in Italy

Porcine Endothelial Cell Isolation, Culture and Activation- PAECs were isolated by
digesting pig aorta in collagenase A (2.2 U/mL, Roche, Meyland, France) for 35 min at 37°C.
Detached cells were incubated with dynabeads coated with an anti-CD31 antibody (Dynal,
Invitrogen, France) for 20 min at 4°C. After magnetic selection and three washes, PAECs
were seeded on culture dishes (Beckton Dickinson, Le pont de Claix, France) pre-coated with
1% gelatin. PAECs were grown in early passages (2-6) in Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), Glutamine (200mM),
Penicillin and Streptomycin (100 UI/mL) at 37 °C in a 5% CO,. Activation assays were

performed in six-well plates using confluent EC monolayers.



Recombinant Adenoviruses— pcDNA3hLnk containing the cDNA coding for human Lnk was
a kind gift from Dr Jun Hayashi (School of Pharmacy, University of Maryland, Baltimore,
MD, USA). The pShuttleCMV-Lnk-IRES-eGFP vector was constructed as we previously
described (16). Briefly, the recombinant adenovirus AdLnk was produced in the human
embryonic kidney 293 cells by the vector core laboratory of the University Hospital of Nantes
(INSERM ERM-0105 Gene Therapy Laboratory, Nantes, France). The recombinant
adenovirus AdTrack-GFP was used as a control (AdGFP). For experiments, PAECs were
cultured in six-well plates at 70% confluence and infected with a multiplicity of infection
from 50 to 200 infectious particle (MOI)/cell for AdLnk and 25 AdGFP. Adenoviral infection
was carried out for 4 h in DMEM supplemented with 1% FBS at 37 °C, 5% CO,. Complete

medium containing 10% FBS was added to stop infection.

Flow cytometry- After treatment, confluent cells were harvested with trypsin/EDTA (Gibco,
France) and washed in PBS, 1% BSA and 0.01% sodium azide at 4°C. The cells were
incubated with human serum, VCAM-1 antibody (clone 8A12, Nantes, France), CD31
antibody (clone LCI-4, Serotec, France) or FITC conjugated BSI-B4 (Sigma-Aldrich) for 30
min on ice. After washing in PBS, 1% BSA and 0.01% sodium azide, cells were stained with
donkey anti-mouse IgG Alexa 647 (1/400, IgG, Invitrogen) and serum immunoglobulins were
detected with goat anti-human IgG or IgM from Jackson Immunoresearch (JIR, UK). Infected
cells were fixed with paraformaldehyde 1% for 30 min. Fluorescent labeling was measured
using a BD FACSCantolI” cytometer (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) and analyzed
with FlowJo®™ 7.2.5 software (Tree Star, inc.). Data are represented as median or percentage of

fluorescence.

Cell Lysis Western Blot Analysis- Cell lysis was performed on ice in 100 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, and 1% Nonidet P-40 diluted in PBS in the presence of the following protease
inhibitors (4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride (AEBSF), E-64, bestatin, leupeptin,
aprotinin, and sodium EDTA (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich). Protein
concentration was determined using BCA protein assay reagent (Pierce, Rockford, IL). Cell
lysates were resolved by SDS-PAGE (10%) and proteins were transferred to nitrocellulose
membranes (ECL Hybond ; Amersham, UK) using a Trans-Blot SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). Then, membranes were subjected to immunoblot
analysis using the primary antibodies described above and appropriate peroxidase-conjugated

secondary antibodies. Antibody-bound proteins were detected using an enhanced



chemiluminescence kit (ECL, Amersham) and luminescent image analyzer LAS-4000
(Fuyjifilm, Tokyo, Japan). Image analysis and blot quantification was performed with Multi
Gauge software (Fujifilm). Results shown are representative of at least three independent

experiments.

Complement-dependent Cytotoxicity Assay- Confluent cells were harvested with
trypsin/EDTA, washed in PBS, 1% BSA and 0.01% sodium azide at 4°C and incubated with
human serum for 30 min at 4°C. After three washings, cells were incubated with rabbit
complement for 40min at 37°C in 5% CO2. Cells were washed third in PBS, 1% BSA and
0.01% sodium azide and stained with polyclonal goat anti-human C5b-9 antibody (1/500).
Primary antibody binding was detected using donkey anti-goat Alexa 647 antibody (1/400).
Controls were achieved using serum or complement alone. Fluorescent labeling was measured
using a BD FACSCantoll® cytometer (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo® 7.2.5

software (Tree Star, inc.).

Apoptosis Assays

- Anoikis and DNA content- Cells were plated for 18 h in 12-well plate pre-coated with
polyHEMA (Sigma Aldrich). Cellular DNA content analyses were then performed by flow
cytometry as follows. ECs were harvested, washed twice in PBS, fixed in ice-cold 70%
ethanol and incubated for at least 24 h at 4°C. Fixed cells were then stained with 20 pg/ml
Propidium lodide (PI), 10 ng/ml RNase A (Sigma-Aldrich), 1 mg/ml glucose in PBS (1 ml/2
x 10’ cells). Fluorescence was measured on 10 000 cells/sample using a BD FACSCantoll®
cytometer (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) and analyzed with FlowJo®™ 7.2.5 software

(Tree Star, inc.). Results shown are representative of at least three independent experiments.

- Measurement of caspase activity- The cell-permeable fluorogenic substrate
PhiPhiLux-G2D2 (Oncolmmunin, Gaithersburg, MD) containing the cleavage site DEVD was
used to monitor caspase-3-like activity in apoptotic cells. After treatment, ECs were incubated
with the substrate solution (dilution 1:10) at 37°C. Caspase-3 activation/apoptosis was
followed during 22h by time lapse imaging using a microscope DMI6000B (Leica
Microsystems SAS. Rueil Malmaison) equipped with an objective lens X10 (HCX FL Plan),
and a CCD camera (Coolsnap HQ2, Photometrics Roper Scientifics SAS Evry). Caspase-3/7



positive cells/field were counted every 2 h between 24h and 48h post-infection with AdInk or
control AdGFP in presence or not of TNFa (800 UI/mL) and Actinomycin D (0,61pg/mL).
Data were analysed using MetaMorph Offline 7.0 software (Molecular devices). Results were
expressed as the number of caspase-3/7-postive ECs and are representative of at least three

independent experiments.

Statistical Analysis- Data are represented as means £ SEM for replicates experiments.
Statistical analysis was performed with Graphpad Prism® Software (Graphpad Software, San
Diego, CA) by the parametric analysis of variance test as appropriate. p<0.05 was considered

statistically significant.



Results

Expression and regulation of endogenous Lnk in porcine EC from wild type and Gal ! pigs.
The use of pigs knock out for the galactosyl transferase (Gal” pigs) is, although not
sufficient, a requisite step for the ultimate use of genetically modified pigs as organ donors in
humans. However, since additive protective strategies are still needed, generation of
multitransgenic pigs are being generated on the Gal” background. Consequently, we decided
to explore the potential of Lnk to protect EC from dysfunction using primary cultures of EC
isolated from both WT and Gal”pigs. Porcine aortic EC (PAEC) have been isolated and a
phenotypic analysis of primary cultures from WT and Gal” pigs was performed by flow
cytometry (Figure 1A). Our results indicated that both WT and Gal” PAEC cultures
consistently express CD31 (>95% of CD31P*" cells), an endothelial cell marker. Surface
expression of aGal epitope was analyzed by staining with the isolectin-B4, which specifically
binds aGal residues. As expected, aGal expression was only detected on PAEC from WT but
not on PAEC from Gal” pigs. Endogenous expression of porcine Lnk in PAEC was
investigated by flow cytometry after intracellular staining. Figure 1B clearly shows that
PAEC from WT or Gal” express similar basal levels of Lnk. Consistent with our previous
data (15), we also found that recombinant human TNF upregulates Lnk in porcine EC.
Western blotting indicates that TNF stimulation causes a rapid increase in Lnk protein level
with a maximal effect at 30 min (Figure 1C). Similar regulation was obtained on EC from
WT and Gal” pigs (data not shown). Together, these data support the hypothesis that the
signaling adaptor Lnk is activated and regulated in PAEC in response to TNF and may play a

role in the negative control of TNF signaling as we demonstrated for human Lnk (16).

Adenoviral-mediated gene transfer efficiently achieves human Lnk expression in primary
PAEC cultures.

We used an adenoviral vector to induce the ectopic expression of the human adaptor
protein Lnk in porcine ECs isolated from WT and Gal” pigs. This vector includes an internal
ribosome entry site (IRES) sequence that allows the concomitant translation of both human
Lnk and GFP reporter cDNAs from a single promoter. Therefore, expression of GFP in
transduced cells strictly correlates to Lnk expression. To define the optimal conditions of
infection, EC were infected with increasing multiplicity of infection (MOI) of AdLnk and
GFP level was assessed by flow cytometry. An MOI of 200/cell was found to be optimal for

achieving high level of expression in PAEC without causing significant cytotoxicity (figure



2A), consistent with previous studies in PAEC (20). Transgene expression was further
confirmed by Western blotting using anti-Lnk antibody and was found significant 6h post-
infection and maximal at 10h (figure 2B). Ectopic expression of Lnk in cells infected was
further analyzed by intracellular staining and quantified by FACS. Our data show that
transduced cells have a 3.7- and 3.9-fold increase in Lnk expression as compared to basal
level in WT and Gal” cells, respectively (figure 2C). For control, PAEC were transduced
with an adenovirus encoding GFP alone (AdGFP) to account for any effects that may be due
to adenoviral infection and/or GFP expression. As reported in figure 2C, transduction with
AdGFP induced no change in Lnk expression. These findings demonstrate that as a result of

adenoviral transduction, Lnk was similarly expressed in PAEC from either WT or Gal” pigs.

Gene transfer of Lnk does not change cytotoxicity mediated by human anti-pig antibodies
and complement.

A major challenge to control xenograft rejection is to limit cell lysis induced by XNA
binding and complement activation. Consequently, we sought to determine whether
transduction of human Lnk using a recombinant adenovirus could impact on cytotoxicity
mediated by human antibodies and complement. To test this hypothesis, PAEC were
transduced with AdLnk, or AAGFP as a control, and then challenged using an antibody and
complement-dependent cytotoxicity (CDC) assay. To this aim, 24h after cell transduction,
PAEC were incubated with normal human serum as a source of XNA and complement for
40min. Cellular cytotoxicity was measured by C5b-9 immunostaining using flow cytometry.
In these conditions, WT PAEC were consistently lysed (74.2 £ 3.6% lysis) whereas no
significant lysis of Gal”” PAEC was found (13.3 + 3.6% lysis) (Figure 3A). Consequently,
CDC assays with XNA were performed further using WT PAEC as cellular targets. When
cytotoxity was compared on control (Ni: non infected) PAEC and PAEC transduced with
human Lnk or GFP we found no significant difference in antibody and complement-
dependent cell lysis (figure 3B). Consistent with these results, we also found that either Lnk
expression or PAEC transduction caused no significant change in the binding of XNA (IgG
and IgM) to porcine EC (figure 3C).

Gene transfer of human Lnk in PAEC inhibits inflammatory gene expression.



Our previous studies showed that expression of Lnk inhibited the induction of the cell
adhesion molecules (CAM) E-Selectin (CD62E) and VCAM-1 in human EC in response to
human TNF (16). In this study, we sought to determine whether this protective, anti-
inflammatory, effect also occurred in primary porcine EC isolated from either WT or Gal”
pigs. To this aim, PAEC were transduced with AdLnk, or AdGFP as a control, for 24h and
then subjected to TNF stimulation for 6h. Cells were finally analysed for VCAM-1 expression
by flow cytometry. The effective transduction was assessed by GFP expression (Figure 4A)
and GFP was used to select transduced cells for analysis. When VCAM-1 expression caused
by TNF was compared on controls and Lnk expressing PAEC, we found that transduction of
human Lnk in pig EC significantly prevents the induction of VCAM-1 expression (Figure
4B). A quantitative analysis from independent experiments indicates that Lnk transgene
decreases VCAM-1 induction in Gal” EC up to 47% as compared to controls (3 + 0.22
VCAM-1 fold increase for NI versus 1.6 = 0.2 VCAM-1 fold increase for AdLnk,**p<0.01,
n=6). In contrast, AAGFP has no significant effect as compared to controls (2.8 = 0.17
VCAM-1 fold increase for AAGFP). Similar results were obtained for WT and Gal”” PAEC
(data not shown). Thus, these findings suggest that expression of human Lnk efficiently
inhibits TNF signaling in pig EC and could therefore negatively regulate an inflammatory

process in xenotransplantation.

Lnk expression rescues porcine EC from TNF-mediated apoptosis and anoikis.

To functionally assess the protective effect of Lnk expression toward EC apoptosis, PAEC
were treated with TNF in presence of actinomycin D (ActD), an inhibitor of RNA synthesis.
As previously described, TNF promotes apoptosis in ActD presensitized PAEC (21) (20).
Caspase-3 like activity was monitored in live ECs by video-microscopy using a cell
permeable substrate (PhiPhiLux®) to detect real-time activation of caspase-3 and -7 (Figure
5). The PhiPhiLux probe, incorporated into cells, becomes fluorescent (red) when cleaved by
activated caspases. At 24h post-infection, EC were treated with ActD/TNF and subjected to
time-lapse imaging for 22h. Caspase-3/7 positive cells/field were counted every 2h during the
experiment. As illustrated in (Figure SA), caspase-3/7 activity is detected 10h following
ActD/TNF treatment and increases linearly to reach maximum after 22h. The number of
caspase-3/7 positive cells is limited in Lnk overexpressing cells compared to controls (NI,
AdGFP) from 14h to 22h, with 138 = 2.9 in NI versus 108+3.1 positive cells in AdLnk 18h

post-treatment (n=3). Thus, AdLnk was associated with a decreased percentage of caspase-



3/7-dependent apoptosis (21.7%) as compared to NI and AdGFP controls 18h after ActD/TNF
incubation (Figure 5B).

Upon detachment from the extracellular matrix (ECM), EC enter into programmed cell
death, a phenomenon known as anoikis. To further characterize the anti-apoptotic effect of
Lnk, we tested the impact of Lnk expression on death by anoikis in PAEC. Porcine EC were
transduced and subsequently detached from ECM and maintained in suspension for 18h.
DNA content analyses were performed by flow cytometry. The percentage of apoptotic cells
(sub-G0/G1 population) was significantly decreased in cells overexpressing Lnk compared to
controls (figure 5D). Accordingly, Lnk reduces anoikis apoptosis by 25 £+ 1.4% (**p<0.01,
n=06). All together, our data demonstrate that ectopic expression of the signaling adaptor Lnk

efficiently protects porcine EC from apoptosis induced by TNF and anoikis.



Discussion

Lnk (SH2-B3) belongs with the closely related proteins APS and SH2-B to a
subfamily of SH2-containing proteins with potential adaptor functions (11) (22) (23). These
adaptor proteins are regulators of growth factor and cytokine receptor—mediated pathways
(24). Lnk protein contains an NH,-terminal proline rich region, a pleckstrin homology (PH)
domain, a Src homology 2 (SH2) domain, and potential tyrosine phosphorylation sites. Lnk"
mice display an abnormal accumulation of erythroid cells, megakaryocytes, and B
lymphocytes in the different hematopoietic compartments, indicating a defect in lymphoid and
myeloid homeostasis (25). Lnk negatively regulates stem-cell factors c-Kit and SCF signaling
in B cell precursors, hematopoietic progenitor cells and mast cells (13) (12) (26) (27). Lnk
deficiency causes the increased signaling through cytokine receptors that are critical for

growth of HSCs/HPCs such as c-Kit and thrombopoietin receptor, c-mpl (13) (28) (29) (30).

We previously reported that the adaptor Lnk is expressed in EC and that the
proinflammatory cytokine TNF rapidly phosphorylates and subsequently upregulates Lnk in
vascular ECs (15) (16). Our previous findings also demonstrated that activation of Lnk
downregulates cellular adhesion molecules (E-Selectin and VCAM-1) expression in activated
vascular ECs via a negative control on TNF signaling pathway involving both the PI3K and

the ERK1/2 MAPK (16).

In this study, we have established that Lnk can be considered as a cytoprotective gene in
the endothelium according to previous definition (31), ie, a gene that is upregulated in
response to inflammatory stimuli such as TNF and acts to protect EC from apoptosis and to
limit the damage associated with activation. We demonstrate that expression of human Lnk
can be easily achieved in primary EC from normal or genetically engineered pig for
xenotransplantation using an adenoviral vector. We confirm that adenoviral-mediated
expression of Lnk in pig EC acts as a potent inhibitor of EC activation by reducing at the cell
surface, level of adhesion molecules implicated in the acquisition of the EC of a
proinflammatory phenotype. This result is of importance as it shows that effective protection
of vascular EC could be efficiently achieved, at least in EC, independently of a classical
inhibition of NFkB. However, the mechanism that account for this protection still remains to
be elucidated. Moreover, we found that Lnk overexpression induces protection from TNF-
mediated apoptosis and anoikis. Although different, both processes could prevent death of

graft cells and restrict related inflammation. It is to notice that Lnk expression does not affect



XNA binding and complement-mediated lysis. This observation supports that Lnk transgene
does not induce emergence, at least in vitro, of new antigenic targets for XNA binding that

could be deleterious for xenograft survival.

From a therapeutic point of view, blockade of NFxB has been initially suggested as a
possible approach to prevent EC activation and inflammation in xenografts. NFkB is a
transcription factor that regulates the expression of an exceptionally large number of genes in
response to infection, inflammation and other stressful situations requiring rapid
reprogramming of gene expression (32). However, inhibition of NF«B activity prevents the
expression of several anti-apoptotic genes such as bcl2, Al, A20, IAP, MnSOD and thus
sensitizes most cell types including EC, to undergo TNF-mediated apoptosis (33).
Overexpression of NFkB-dependent anti-apoptotic molecules such as bcl2 or A20 had proven

to efficiently protect EC from injury in vitro and in vivo (20).

Some anti-apoptotic, “protective” genes are expressed by EC independently of NF«B.
These include heme oxygenase-1 (HO-1) that plays a central role in vascular inflammatory
signaling reactions and mediates a protective response in several inflammatory diseases,
including atherosclerosis, acute renal failure, vascular restenosis, transplant rejection, and
sepsis (reviewed in (34)). HO-1, a 32-kDa enzyme, is the rate-limiting step in the degradation
of heme, yielding biliverdin, carbon monoxide, and iron. HO-1 has previously been shown to
be regulated by activation of the MAPK signaling cascades. The anti-apoptotic effect of HO-1
requires the activation of both the NFkB and p38 MAPK signal transduction pathways (35).
Together, these data suggest that new regulatory mechanisms and protective molecule could

emerge from the elucidation of signaling associated with inflammation and apoptosis in EC.

To conclude, identification and characterization of molecular target (substrate) able to
provide a negative feedback regulation of (NF-«kB) signalling in response to inflammatory
stimuli in EC without sensitizing cells to apoptosis is a holy grail in autoimmunity and
inflammatory diseases as well as in xenotransplantation. We suggest that Lnk may be a key

adaptor for modulating signalling pathways and provide cytoprotection to vascular EC.
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Figure legends

Figure 1. Characterization of endothelial cultures from wild type and Gal'/'pigs and
basal and regulated expression of endogenous Lnk.

(A) Phenotype of PAEC isolated from WT or Gal”" pigs. A representative FACS analysis out
of 3 independent experiments showing CD31 and Gal expression on PAEC. Gal expression
was determined using FITC-labeled isolectin B4 (BSI) and CD31 using specific anti-pig
antibody. Control using secondary antibody alone is represented in dotted line. Data are
presented as histograms plotting median fluorescence intensity on a logarithmic scale (x axis)
versus % of maximum (y axis). (B) A representative FACS analysis comparing pig Lnk
endogenous expression in WT and Gal”” PAEC. Intracellular staining for Lnk was performed
on fixed cells using an anti-human Lnk antibody cross-reacting with its porcine counterpart.
Median fluorescence intensities are indicated. (C) A representative analysis of Lnk expression
upon EC activation examined by Western blotting on WT PAEC. Confluent EC monolayers
were incubated with human TNF (800 UI/mL) for the indicated periods. Cells were lysed to
allow protein analysis. Blots were reprobed with anti-GAPDH antibodies to ensure equal

loading.

Figure 2. Adenovirus-mediated gene transfer of human Lnk in pig EC.

(A) Dose-response of GFP/Lnk expression according to the MOI examined 24h post-
infection. Results of FACS analysis are expressed as percentages of GFP positive cells +
SEM (B) A representative Western blot analysis showing the time course of Lnk expression
in cultured PAEC post-infection. Blots were reprobed with an anti-GAPDH antibody to
ensure equal loading. (C) A FACS analysis comparing Lnk transgene expression in WT and
Gal”™ PAEC. Cells were non infected (NI) or transduced with either control AdGFP or
AdLnk. Intracellular staining for Lnk was performed on fixed cells 24h post infection with

specific anti-Lnk antibody. Median fluorescence intensities are indicated.

Figure 3. Lnk does not affect cytotoxicity mediated by human anti-pig XNA and
complement.

(A) A representative complement-dependent cytotoxicity analysis comparing WT PAEC and
Gal”” PAEC lysis (n=3, ***p<0.001). (B, C) Cells were non infected (NI) or transduced with
either control AAGFP or AdLnk. (B) A representative complement-dependent cytotoxicity

analysis out of 5 independent experiments. CDC was performed 24h post-infection on WT



PAEC incubated with normal human sera (dilution1:8) and rabbit complement (dilution 1:6)
for 40min at 37°C. Controls were performed by omitting human sera. After treatment,
cytotoxicity was measured by flow cytometry using C5b-9 staining. Results are expressed as
percentage of C5b-9 positive cells lysis. (C) A quantitative analysis from 3 independent
experiments showing human immunoglobulins binding (IgG and IgM) from a pool of human

sera on PAEC. Results are expressed as median fluorescence intensity (MFI).

Figure 4. Lnk expression in PAEC inhibits VCAM-1 induction in response to human
TNF.

(A) A representative dot plot analysis showing double staining for VCAM-1 (FL4) and GFP
(FL1) in AdLnk transduced Gal” PAEC. Percentage of GFP positive cells is indicated. (B)
VCAMS-1 expression in cells non infected (NI) or transduced with the AdGFP or AdLnk for
24h and stimulated or not with TNF for 6h. Data are presented as histograms plotting median
fluorescence intensity versus % of maximum (C) A quantitative analysis of VCAM-1
expression, measured by flow cytometer, from 6 independent experiments. Results are
expressed as VCAM-1 fold increase = SEM between VCAM-1 level of non stimulated cells
and VCAM-1 level of cells treated with TNF. (**p<0.05 versus GFP control)

Figure 5. Lnk protects actinomycin D-sensitized PAEC from TNF-mediated apoptosis
and anoikis.

PAEC were non infected (NI) or transduced with either control AAGFP or AdLnk. (A) A
representative analysis of 3 independent experiments showing caspase-3/7 activity in cells
treated with ActD/TNF. Caspase-3/7 positive cells/field were counted every 2h during the
experiment. Controls used are medium and Actinomycin D alone (not shown). The activity of
caspase-3/7 is monitored by videomicroscopy with the Phiphilux reagent (dilution 1:10). (B)
A quantitative analysis of 3 independent experiments showing number of caspase-3/7 positive
cells treated with ActD/TNF-induced cytotoxicity for 18h (***p<0.005). (C) A representative
illustration after imaging 18h (objective X10). Overlay of phase and caspase-3/7 activity (red)
is represented. White arrows underline typical caspase-3/7 positives cells staining. (D) A
quantitative anoikis assay out of 5 independent experiments. 24h post-infection, PAEC were
plated in 12-well plate pre-coated with polyHEMA for 18h. DNA content analyses were
performed by flow cytometry using propidium iodide staining. Histograms represent

percentage of apoptotic cells. (**p<0.05 versus GFP control).


















Partie III : Importance de la voie Notch dans la
dysfonction endothéliale en transplantation :

Régulation et fonctions des récepteurs Notch2 et Notch4

Chez les mammiferes, la famille de Notch se compose de quatre récepteurs Notch,
(Notch1-4) et de cinq ligands dont trois Delta-like (DII1, DII3, DIl4) et deux Jagged (Jagged1 et
Jagged?2). Les récepteurs et ligands de cette voie sont exprimés dans les CE comme dans les
cellules musculaires lisses (CML). Notchl et Notch4 sont exprimés dans les CE alors que
Notch3 semble étre préférentiellement présent a la surface des CML. Notch2 est quant a lui
détecté dans ces deux types de cellules vasculaires (Iso et al., 2003a).

Les ligands de la voie Notch sont également présents dans les CE comme dans les CML.
Des niveaux variables de Jagged2 (Jag2) ont été décrits dans I'endothélium, au contraire du
ligand DII3 qui n’a pas été détecté au niveau vasculaire (Tsai et al., 2000) (Lindner et al.,
2001). Toutefois, I'expression des ligands de Notch est trés dynamique et soumise a des
régulations complexes, aussi bien temporelles que spatiales (Hofmann et Luisa Iruela-Arispe,
2007).

Le récepteur Notch est synthétisé sous forme d’un précurseur de 300kDa, qui est clivé
constitutivement dans le systeme trans de I'appareil de Golgi par une furine (S1) (Figure 28).
Ce clivage conduit a la formation de deux sous-unités : le fragment extracellulaire (NECD) et
le fragment transmembranaire (NTM) composé du domaine transmembranaire et du
domaine intracellulaire (NICD). Les fragments NECD et NTM sont associés de facon non-
covalente et calcium-dépendante sous forme d’hétérodimére (Logeat et al., 1998) et
adressés a la surface cellulaire. Ils restent ainsi inactifs jusqu’a leur liaison avec un de leurs
ligands présents a la surface d’une cellule contigué. L'interaction avec le ligand provoque des
changements conformationnels du récepteur qui permettent son clivage (S2) par des
métalloprotéases (ADAM10, ADAM17) puis par un complexe y-sécrétase (S3) composé de
préséniline, nicastrine, PEN2 et APH1 (Fortini, 2002). Le NICD est ainsi libéré dans le
cytoplasme et acheminé dans le noyau ou il interagit avec CSL (CBF1, Su(H) et Lag-1). La
famille CSL regroupe des protéines liant I’ADN, qui en I'absence de NICD participent a un

complexe inhibiteur qui bloque la transcription (Kao et al., 1998). L’activation de la voie



Notch, par la libération et la fixation du NICD sur CSL permet de lever I'inhibition par le
désassemblage du complexe represseur et le recrutement de nouvelles protéines,

conduisant a la transcription des genes-cibles de la voie (Figure 28).

Figure 28. Expression et activation de la voie de signalisation Notch. Les différentes étapes présentent la
fucosylation (a) suivie du clivage par la furine (b) et I'expression a la membrane de I’'hétérodimére Notch (c).
Son activation par la liaison avec un de ses ligands, induit le clivage par les métalloprotéases ADAM (d)
I'ubiquitination (e) et la libération de Notch intracellulaire (f). Notch se déplace jusqu’au noyau et s’associe
avec CSL, induisant I'expression des génes cibles régulés par CSL (g). CoA, co-activateur ; CoR, co-represseur.

D’aprés (Osborne et Minter, 2007)

Les principaux genes cibles décrits a ce jour sont les facteurs de transcription de la
famille Hes (Hairy/Enhancer of Split) et Hey (Hairy/Enhancer of Split related with YRPW). Ces
molécules codent pour des protéines de type bHLH (basic helix-loop-helix) et constituent a

eux-seuls une famille de répresseurs de transcription dont les spécificités et les



combinaisons complexes suggéerent une régulation fine de nombreux genes-cibles (Iso et al.,
2003b).

Le réle initialement décrit pour la voie de signalisation Notch est la régulation de la
différenciation cellulaire au cours de I'organogenese. Notch est en effet fortement impliqué
dans le développement de tissus dérivés des 3 feuillets primaires (ex pancréas, appareil
vasculaire, systeme nerveux) (Lammert et al., 2000) (Karsan, 2005) (Yoon et Gaiano, 2005).
Mais la voie de Notch participe également au contréle de la prolifération et I'apoptose de
nombreux types cellulaires, faisant I'objet de multiples études dans le cadre de 'oncogenése
(Leong et Karsan, 2006). Enfin, des travaux importants et récents rapportent les fonctions
vasculaires de la voie Notch. Cet intérét croissant résulte de nombreuses études impliquant
Notch dans la formation des vaisseaux sanguins au cours du développement embryonnaire
mais également chez I'adulte, notamment lors de I'angiogenése tumorale (Leong et al.,

2002) (MacKenzie et al., 2004) (Hellstrom et al., 2007) (Suchting et al., 2007).

Dans cette troisieme partie, nous avons entrepris de caractériser I'implication de la
voie Notch dans I'activation et la dysfonction endothéliale qui participent a la présentation
des antigenes du greffon, a la réponse anti-greffon ainsi qu’au développement de
I'artériosclérose. Nous avons tout d’abord analysé I'expression et les régulations des
molécules Notch dans les CE en réponse aux cytokines inflammatoires. Nous avons observé
gu’en réponse aux cytokines comme le TNFa, les CE présentent une profonde modification
du phénotype Notch. Ces résultats font I'objet d’un article publié dans Biochemical
Pharmacology en 2010. Nous avons poursuivi ce travail par I'étude fonctionnelle de
l"augmentation d’expression et d’activité de Notch2 dans la dysfonction endothéliale,

présentée dans un article publié dans PLoS ONE en 2009.



Article 3 : L'inflammation induit la modification du phénotype Notch
dans les CE : implication de Notch2 et Notch4 dans la dysfonction

endothéliale

Résumé de |'article :

L’activation endothéliale induite par I'inflammation entraine une modification de
phénotype et des fonctions de I'endothélium qui favorise le développement d’une réaction
immunitaire. En transplantation, elle joue un role central dans les mécanismes de rejet de
greffe. Dans ce contexte, nous avons étudié l'implication de la voie Notch dans
I'inflammation vasculaire.

Nous avons montré que les cytokines pro-inflammatoires conduisent a une régulation
spécifique de la voie de signalisation de Notch dans les CE. Plus particulierement, nous avons
observé que le récepteur spécifique de I'endothélium Notch4 est fortement sous-exprimé
dans les CE activées par le TNFa alors qu’a linverse, le récepteur Notch2 est fortement
surexprimé. Ces modifications différentielles sont associées a une diminution de I'expression
des facteurs de transcription hesl et de hey2 sous le contrGle des récepteurs Notch,
suggérant que le TNFa régule a la fois I'expression et I'activité de Notch. De plus, par
I'utilisation d’inhibiteurs chimiques, nous avons démontré que le contréle de Notch2 et
Notch4 se fait indépendamment par des voies de signalisation différentes, il est ainsi médié
par NF kB pour Notch2 et par la PI3K pour Notch4. D’un point de vue fonctionnel, la
régulation de Notch par le TNFa provoque I'apoptose des cellules endothéliales. En effet, la
diminution de I'expression de Notch4 par des siRNA ou I'augmentation de celle de Notch2
par la transduction d’'un adénovirus, favorise I'apoptose avec une activation des caspases 3
et 7. Afin d’estimer la relevance biologique de ces données in vitro, nous avons analysé
I’expression de Notch2 et 4 dans des CE issues de poumons de rats ayant subi une injection
de TNFa. Nous avons ainsi montré une régulation similaire des récepteurs in vivo, qui
s’accompagne d’une induction de I'apoptose des CE.

Ces résultats montrent I'importance des médiateurs solubles de I'inflammation dans la

régulation de la voie Notch et I'implication de cette voie dans la dysfonction endothéliale.
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Although the involvement of the Notch pathway in several areas of vascular biology is now clearly
established, its role in vascular inflammation at the endothelial level remains to be elucidated. In this
study, we demonstrated that pro-inflammatory cytokines drive a specific regulation of the Notch
pathway in vascular endothelial cells (ECs). In arterial ECs, TNFa strongly modulates the pattern of Notch
expression by decreasing Notch4 expression while increasing Notch2 expression. Changes in Notch
expression were associated with a reduction in hes1 and hey2 expression and in CBF1 reporter gene
activity, suggesting that TNFa regulates both Notch expression and activity. Notch2 and Notch4
regulations occurred independently and were found to be mostly mediated by the NFkB signaling
pathways and PI3-kinase signaling pathways, respectively. Functionally, TNF-mediated Notch regulation
promotes caspase-dependent EC apoptosis. Finally, our findings confirmed that dysregulated Notch
signaling also occurs upon inflammation in vivo and correlates with caspase activation and apoptosis. In
conclusion, inflammatory cytokines elicit a switch in Notch expression characterized by Notch2
predominance over Notch4 leading to a reduced Notch activity and promoting apoptosis. Thus, here we
provide evidence for a role of soluble mediators of inflammation (i.e. cytokines) in the regulation of Notch
signaling and for the implication of a dysregulated Notch pathway to endothelial and vascular

dysfunction.

© 2010 Published by Elsevier Inc.

1. Introduction

Notch signaling is an evolutionarily conserved pathway that
allows cell communication through molecular cell/cell interactions
[1]. Notch encodes a single pass transmembrane protein with
epidermal growth factor (EGF) repeats in the extracellular domain
and ankyrin repeats in the intracellular domain that can binds to
two different ligands, Delta and Serrate/Jagged. Vertebrates
express multiple Notch receptors (Notchl to 4) and ligands
including Delta-like (DII) 1, 3 and 4, and Jagged 1 and 2. The Notch
receptors undergo three successive cleavages before allowing
transcription of downstream targets. The first proteolytic event
occurs in the trans-Golgi network by a furin-like convertase and

Abbreviations: ECs, endothelial cells; HAECs, human arterial ECs; HUVECs, human
umbilical vein ECs; ICD, intracellular domain; SMCs, smooth muscle cells.
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leads to the cell surface presentation of a functional heterodimeric
form of the receptors. The second cleavage, mediated by a
disintegrin and metalloprotease (ADAM) family member, occurred
after interaction with a ligand expressed on neighboring cells.
Finally, the y-secretase complex allows the cytoplasmic release of
the intracellular domain of the receptor. This fragment is then
translocated into the nucleus where it binds to the mammalian
transcription factor CBF1/RBP-Jk docked in a transcriptional
repressor complex. This interaction ultimately leads, through
displacing the silencing complex and by the recruitment of
coactivator factors, to the expression of primary target genes such
as the hes and herp/hey genes [2]. Many studies have reported that
the Notch pathway plays a fundamental role in drosophila and
mammal development [1]. More recently, it was shown that Notch
also plays major roles in the adult in several contexts involving cell
plasticity, such as proliferation, oncogenesis [3], immune recogni-
tion [4], and angiogenesis [5].

Endothelial cells (ECs) control vascular tone, leukocyte adhe-
sion, coagulation and thrombosis by a fine-tuned regulation of
many cell surface and soluble molecules [6]. EC activation is
considered to be an early event which subsequently leads to EC
dysfunction and ultimately to vascular injury, key events
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associated with acute and chronic inflammation, including sepsis,
atherosclerosis and acute vascular and chronic allograft rejection
[7,8]. EC changes involve membrane damage, increased perme-
ability, swelling, apoptosis and necrosis. The EC loss of function
could be as a result of changes in hemodynamic forces (shear and/
or hoop stress), direct drug-induced cytotoxicity, mechanical
device implant-induced injury and/or immune-mediated mechan-
isms [9,10]. Inflammatory signaling cascades alter EC integrity by
enhancing expression of cellular adhesion molecules, activation of
cytotoxic T cells and/or induction of antibodies directed against EC
surface [7]. Local release of inflammatory cytokines, including
TNFa and IL-13, and chemokines activate ECs to upregulate
soluble adhesion molecules, activate neutrophils and generate
reactive oxygen species that amplify the initial inflammation
leading to dysregulated apoptosis, secondary necrosis and overt
vascular injury lesions. Considering the role of the endothelium in
the initiation and propagation of vascular wall injury, there is a
need for the discovery of molecular targets to serve as inhibitors of
EC activation, dysfunction and vascular injury [6].

Both embryonic and adult ECs express Notch receptors and Notch
ligands [2]. Notch signaling has been extensively implicated in
endothelial cell-fate determination along vasculogenesis and
angiogenesis [11]. Several studies examining the effects of activated
Notch signaling on EC phenotype and function have identified
potential mechanisms including endothelial-to-mesenchymal
(EMT) transformation [12], EC proliferation [13] and control of
apoptosis [14]. Recent findings further suggest a potential role for
deregulated Notch signaling in tumor angiogenesis and metastasis
[15]. It has also been reported that Notch may be necessary for the
establishment and/or maintenance of quiescent EC phenotype [16].
However, implication of Notch signaling in activated EC phenotype
and function upon inflammation has not been documented.

In previous studies, we investigated signaling pathways
regulated by TNFa in vascular ECs [17-20]. Of particular interest,
we have shown that the desintegrin and metalloproteinase known
as Kuzbanian or ADAM-10 is strongly upregulated at mRNA and
protein level in ECs activated with TNFa [17]. ADAM-10 is involved
in the processing of Notch receptors and ligands [21], suggesting a
potential crosstalk between TNF signaling and Notch pathway that
may contribute to changes in EC phenotype and functions. We also
reported on the contribution of Notch signaling in transplant
arteriosclerosis and endothelial injury [22,23]. In this study, we
investigated the regulation of Notch receptors and effector
molecules in human vascular ECs upon stimulation with TNFa
and other pro-inflammatory mediators in vitro and in vivo.
Moreover, the overall Notch activity and the respective involve-
ment of TNFa-mediated signaling pathways, including NF«B, PI-3
kinase and JNK MAPK, in Notch regulation was also examined.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture and reagents

Primary cultures of human ECs issued from segments of renal
artery (HAEC) or from human umbilical veins (HUVEC) were
isolated and cultured as we previously reported [19]. ECs were
grown in endothelial basal growth medium (ECBM, Promocell,
Heidelberg, Germany) supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS), 0.4% EC growth supplement/heparin, 0.1 ng/mL human
epidermal growth factor, 1 ng/mL human basic fibroblast growth
factor, 1 pg/mL hydrocortisone, 50 pg/mL gentamicin, and 50 ng/
mL amphotericin B (Promocell). Before activation, confluent EC
monolayers were growth factor and serum depleted by culture for
24 h in basal ECBM supplemented with only 2% FCS. For activation,
confluent EC monolayers were cultured with 100 U/mL recombi-
nant human gamma interferon (IFNvy) (Imukin, Boehringer

Ingelheim, Germany) or human tumor necrosis factor-alpha
(TNFa) (provided by Professor P. Neuman, BASF, BASF Ludwig-
shafen, Germany). Human Recombinant IL1 (R&D Systems,
Abingdon, UK) was used at 5 ng/mL. For inhibition experiments,
SP600125 (10 kM), N-acetyl-cysteine (NAC, 10 mM), pyrrolidine
dithiocarbamate (PDTC; 100 M) and wortmannin (100 nM) (all
purchased from Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)
were added to cells 1 h before TNFo treatment.

2.2. Recombinant adenovirus, SiRNAs, plasmids and transfection

The recombinant adenovirus for Notch2NICD and GFP (AdN2ICD)
was generated as we previously described [23] and produced in the
293 cells by the vector core laboratory of the University Hospital of
Nantes (INSERM UMR649 Gene Therapy Laboratory, Nantes,
France). The recombinant adenovirus AdTrack-GFP was used as
control (AdGFP). Adenoviral infection was carried out in ECGM
supplemented with 1% FCS for 3 h at 37 °C, 5% CO, under agitation.
Transduction efficiency was analyzed 24 h after infection through
GFP detection by direct microscopy imaging and Flow Cytometry
using a FACScalibur® (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA).

For gene silencing, cells were transfected according to
manufacturer’s recommendations with RNAiMax lipofectamine®
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and siRNA targeting Notch4
(#107458, 95% knockdown, #107459, 74% knockdown), or a
scrambled negative control (#AM4611) (Ambion, Austin, TX, USA)
at a final concentration of 10 nM. Specific expression knockdown
by siRNA was attested by qRT-PCR and functional assays were
assessed 48 h post-transfection.

2.3. Semi-quantitative RT-PCR, quantitative real-time PCR and
Southern blotting

RNA was isolated using Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) and treated with DNase (Ambion) before reverse transcription
(RT). Subsequent to RT, cDNA were amplified by PCR and analyzed in
agarose gels stained with ethidium bromide. For semi-quantitative
RT-PCR, PCR conditions were optimized for each primer set and
performed for 18-35 cycles of amplification to allow semi-
quantitative analysis (Table 1). For Southern blotting, PCR products
were purified according to the nucleospin extract Il protocol
(Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Purified amplicons were then
cloned into the TOPO TA cloning® vector (Invitrogen) and sequenced
before their use as cDNA probes. Southern blotting and hybridiza-
tions were performed as we previously described [17]. Quantitative
PCRs were performed using the ABI PRISM 7700 sequence detection
application program (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
For quantification, duplicates were normalized by the concomitant
quantification of hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase
(HPRT). Normalization was made with the control samples in the
human cells and with an additional reference sample for the rat
study. Relative expression was calculated according to the 2-AAc
method, as previously described [24]. Custom primers were obtained
from MWG (High Point, NC, USA) and used for semi-quantitative PCR
and qPCR (Table 1). Transcript levels were quantified by qRT-PCR
with the following primers and probe from Applied Biosytems
(Foster City, CA, USA): Notchl (Hs00413187_m1), Notch2
(Hs00225747_m1; Rn00577522_m1), Notch4 (Hs00270200_m1;
Rn01525737_g1), hey1 (Hs00232618_m1), VCAM-1
(Hs00365486_m1; Rn00563627_m1) and HPRT (Rn01527838_g1).

2.4. Immunoblotting
Cells were lysed on ice in 20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4),

137 mmol/L NaCl, 0.05% Triton X-100, 1 mmol/L phenylmethyl-
sulfonyl fluoride supplemented with protease inhibitors (PIC,
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Table 1
Oligonucleotide primer pairs and PCR conditions for semi-quantitative analysis.

Target Forward (sequence 5'-3) Reverse (sequence 5'-3') Number of PCR cycles
Notch2 GCAGGAGGTGGATGTGTTAG CCAGGATCAGGGGTGTAGAG 21
Notch4 TGTTTGATGGCTACGACTGT TCCTTACCCAGAGTCCTACC 27
hes1 AGAGGCGGCTAAGGTGTTTG GAGAGGTGGGTTGGGGAGTT 25
hes2 TCATCCTGCCGCTGCTGGG TACCCTGGAGCTGCTGAAG 30
hes3 TCCTCCTCCCCGAAAGTCTC CACGACCAGAACGGACGACT 35
hes4 CTCAGCTCAAAACCCTCATC GCGGTACTTGCCCAGAACGG 30
hes5 TGGGGTTGTTCTGTGTTTGC CAGACCACCAGGCACACTCA 35
hes6 CCCTGAGGCTGAACTGAGTC CTACCCCACCACATCTGAAC 30
hes7 TAGGGGTGGGGTAGAGACTC AGACAGAAGGGAAGGGAAAG 35
hey1 CAGGCAACAGGGGGTAAAGG GTGGAGCGGATGATGGTGGT 27
hey2 GTCGCCTCTCCACAACTTCA CTGGACGTGGCTGATACTGA 27
hey3 TGGGACAGGATTCTTTGATG GGTAAGCAGGAGAGGAGACA 35
VCAM-1 AATGTTGCCCCCAGAGATAC TCTCCTGTCCTCGCTTTTTT 27
B-actin TCTGGCACCACACCTTCTAC CAGCTTCTCCTTAATGTCAC 18

Sigma-Aldrich). Lysates were resolved by sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (6-10%) and subjected to
Western immunoblot analysis using specific antibodies against
Notch2 (C651.6DbHN, Developmental Studies Hybridoma Bank, IA,
USA), Notch4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), total
and cleaved caspase 3 and 7 (Cell Signaling Technology, St
Quentin-en-Yveline, France) and tubulin (Oncogene, MERCK
EuroLab, Val de Fontenay, France), and secondary horseradish
peroxidase-labeled anti-rabbit, anti-mouse, or anti-goat antibo-
dies (Cell Signaling Technology). Antibody-bound proteins were
detected using an enhanced chemiluminescence kit (ECL Kkit,
Amersham, Les Ulis, France).

2.5. Apoptosis assays

Measurement of caspase activity - Caspase activity was analyzed
by western blot using antibodies against cleaved Caspase-3
(Asp175), cleaved Caspase-7 (Asp198), and antibodies against
total caspase-3 and -7 (all from CST).

The cell-permeable fluorogenic substrate PhiPhiLux-G2D2
(Oncolmmunin, Gaithersburg, MD) containing the cleavage site
DEVD was used to monitor caspase-3-like activity in intact cells. ECs
were incubated with the substrate solution for 1 h at 37 °C in the
dark, according to the manufacturer’s instructions. Caspase 3
activation/apoptosis was examined during 18 h by time lapse
imaging using a microscope DMI6G000B (Leica Microsystems SAS.
Rueil Malmaison) equipped with an objective lens X40 (HCX FL Plan),
and a CCD camera (Coolsnap HQ2, Photometrics Roper Scientifics SAS
Evry). Caspase 3 positive cells/field were counted every 2 h between
48 h and 66 h post-infection with AAN2ICD and controls adenovirus.
Results were expressed as the percentage of caspase-positive ECs.

2.6. Animal model of vascular inflammation

The care and use of animals in this study complied with
institutional guidelines. Male Sprague Dawley rats (300-400 g
body weight) purchased from Charles River (Saint-Aubin, les
Elbeuf, France) were injected intravenously, under anesthesia,
with 10 pg/kg of recombinant rat TNFa (PreproTech, Neuilly-Sur-
Seine, France) or PBS as vehicle. Animals were euthanized for organ
collection 1, 4 or 6 h after treatment. Rat RNA and proteins were
isolated using TriZol® (Invitrogen) and RIPA (0.5% sodium
deoxycholic acid, 0.1% SDS, 1% NP40, PBS, protease inhibitors)
buffers, respectively, and were then treated as reported above.

2.7. Statistics

Data are represented as means = SE for replicates experiments
(n =3 independent experiments). Statistical analysis was performed

on Graphpad Prism® Software (Graphpad Software, San Diego, CA)
with the parametric or Kruskal Wallis non-parametric analysis of
variance test as appropriate. p < 0.05 was considered statistically
significant.

3. Results

3.1. Constitutive and cytokine-regulated expression of the Notch2 and
Notch4 receptors in vascular cells

To further characterize the vascular changes in expression and
activity of the Notch pathway molecules upon inflammatory
processes, we sought to analysis the pattern of mRNA levels for
Notch receptors in resting and cytokine-activated vascular cells. To
this aim, primary cultures of ECs from two different vascular beds
(HAEC from arteries and HUVEC from veins) were treated for 0-
24 h with recombinant tumor necrosis factor-alpha (TNFa) and
transcript levels were analyzed by semi-quantitative RT-PCR. As
shown in Fig. 1A and B, transcripts for the receptor Notch4 were
detected in untreated vascular ECs whereas only minimal levels of
Notch2 mRNA were found, indicating that quiescent ECs differen-
tially express Notch receptors. TNF elicits an upregulation of
Notch2 and a downregulation of Notch4 in both HAEC and HUVEC.

Quantitative PCRs confirmed that, in ECs, TNFa selectively
modulates the mRNA steady-state levels for the Notch receptors.
TNFo decreased transcript levels for Notch4 with a significant
effect starting 2 h after treatment and maximal inhibition of
78 +2% as compared with basal levels (*p <0.05) (Fig. 1C). In
contrast, an enhanced mRNA level for Notch2 was found in response
to TNFa, corresponding to a maximal 3.3 + 0.3-fold increase at 24 h
(*p < 0.05) as compared to the basal mRNA level. Western blotting
analysis (Fig. 1D) indicates that regulation in of Notch2, and 4 protein
level paralleled changes in steady state mRNA levels for these
molecules (up to 2.69 + 1.26 and 0.28 + 0.02-fold the baseline for
Notch2 and Notch4, respectively; *p < 0.05), suggesting that TNFa
triggers an effective and selective Notch regulation at both mRNA and
protein levels in ECs.

Next, we tested whether Notch expression could be regulated
by cytokines other than TNFa. To address this question, qRT-PCR
was used to compare mRNA levels for Notch2 and Notch4 in ECs
treated with the cytokines TNFe, interleukin-13 (IL1) and
interferony (IFN<y) (Fig. 2). A comparable regulation in both time
course and magnitude was observed for Notch2 in ECs activated
with TNFae, IL1(3 or IFNvy (up to a 2.3 =+ 0.3-fold increase for Notch2
as compared with untreated cells). Notch4 exhibited the same
pattern of regulation upon TNFa and IL1@ stimulation, with a
maximal decrease in mRNA of 65 + 5% and 69 + 1% for TNFa and
IL13, respectively. Regulation of vascular cellular adhesion mole-
cule-1 (VCAM-1) is shown as a control of EC activation. Similarly to
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Fig. 1. Expression of Notch receptors in resting and TNFa-activated endothelial cells. Confluent cells monolayers were incubated with 100 U/mL TNF« for the indicated
periods. Cells were lysed in parallel experiments to allow RNA and protein analysis. Semi-quantitative RT-PCR analysis of mRNA levels for Notch2 and 4 in vascular cells:
HAEC (A), HUVEC (B). PCR products were separated on 1.2% agarose gels, blotted onto nylon membranes and hybridized with specific radiolabeled PCR probes. 3-Actin mRNAs
were amplified as normalization controls. Representative autoradiographs of three independent experiments are shown. (C) Real-time quantitative PCR for Notch2 Notch4,
VCAM-1 in HAECs. Results shown are the mean 4 SEM from three independent experiments performed in duplicates and are expressed as relative expression, calculated according
to the 24 method (*p < 0.05 versus control). (D) A representative analysis of Notch protein expression in HAEC by Western blotting. Blots were reprobed with an anti-tubulin
antibody to ensure equal loading. (E) Quantification of western blot analysis for Notch2 and Notch4 from at least 4 independent experiments.

VCAM-1, IFNvy had no significant effect on the reduction of Notch4
transcripts.

3.2. TNFa-mediated regulation of Notch effectors and impact on basal
Notch activity in cultured ECs

Expression of Hairy/Enhancer of split (hes) and Hairy-related
(hey/hrt/herp) transcription factors has been shown to be
regulated by activation of Notch receptors [25]. Consequently,
activity of the Notch pathway should be reflected by the expression
of the hes and hey transcripts. Cells were incubated with
recombinant TNFa for 0-24 h and mRNA levels for hes-1, 2, 3,
4,5,6,and 7 and hey1, 2 and 3 were analyzed by RT-PCR. As shown
in Fig. 3A, ECs basally express significant levels of hey2, hes1 and
hes2 mRNAs. We found that transcript levels of hes2, 4 and 6 were
lower than hes1/hey1-2 (detection achieved at >30 cycles of PCR
amplification, see also Table 1). In addition, no mRNA for hes3, 5 or
7 or hey3 was detected by RT-PCR (at 35 PCR cycles), suggesting
that these effectors molecules are weakly expressed in ECs and
play minor roles in Notch signal in ECs (data not shown) as
compared to hes1/hey1-2. Among these molecular targets of Notch
activity, only hey1 was found upregulated in TNFa-activated ECs.
In contrast, after TNFa treatment, hey2 and hesl showed a
significant decrease in their expression.

In parallel, the expression of effector molecules in response to
TNFa, IL13 and IFNy was investigated. As shown in Fig. 3, a drastic

downregulation of both hes-1 and hey-2 was found in response to
TNFa (79 + 1% and 78 + 1% inhibition at 24 h, respectively). Similarly,
IL13 induced a comparable regulation pattern with a maximal
inhibition achieved at 6 h for hes1 and at 12 h for hey2 (52 4 3% and
71 + 4% of decrease, respectively, as compared to untreated cells). In
addition, the enhancement of hey1 (2.2 + 0.3-fold increase versus
control) by TNFa was further observed with IL1 (6.5 + 1.6-fold
increase as compared to basal expression level). However, no
significant regulation of these effector genes was obtained after IFNy
treatment, suggesting selective Notch receptors/effectors regulations
and therefore functions in response to inflammatory stimuli.

3.3. TNF-mediated regulation of Notch2 and Notch4: involvement of
NFkB, PI-3 kinase and MAP kinase signaling pathways

The selective effects of inflammatory cytokines by TNFe, IL13
and IFNvy on Notch molecules also suggest that specific signaling
pathways are implicated in this process. In ECs, TNFa activates
several signaling pathways including the phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3-K), nuclear factor-k B (NFkB) and mitogen-activated
protein kinase (MAPK) pathways [26]. The respective involvement
of these pathways in Notch regulation mediated by TNFa in ECs
was examined. For this purpose, HAECs were pretreated with or
without signaling pathway inhibitors (N-acetyl cysteine (NAC),
PDTC, wortmannin and SP600125) for 1 h and then activated with
TNFa for 24 h, a time point leading to maximal regulation as
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Fig. 2. Comparative effects of various cytokines on Notch signaling. HAECs were
treated for 0, 6, 12 and 24 h with TNFa (100 U/mL), IL1f3 (5 ng/mL) or IFN+y (100 U/
mL). Transcriptional regulation was analyzed by Real-time quantitative RT-PCR for
Notch2, Notch4 and VCAM-1. Results shown are the mean + SEM from three
independent experiments performed in duplicates and are expressed as relative
expression, calculated according to the 2-AAc method, after normalization to HPRT
levels (*p < 0.05 versus control).

shown above. Transcript levels for Notch2 and 4 were determined
by qRT-PCR.

We found that blocking PI3-K using wortmannin does not affect
Notch4 downregulation triggered by TNFa (Fig. 4). In contrast,
Notch2 transcriptional upregulation was totally inhibited. Inhibi-
tion of the PI3K as well as inhibition of JNK also significantly
prevents transcriptional regulation of hey1. An efficient prevention
of TNFa-dependent Notch4 and hesl downregulation was
obtained after NFkB inhibition using PDTC or NAC. The blockade
of c-Jun N-terminal kinase (JNK) MAPK with SP600125 has no
effect on Notch2, Notch4 and hes1 suggesting that this pathway is
not involved. Overall, our data demonstrated for the first time that
opposite regulations of Notch2 and Notch4 in activated EC require
selective signaling pathways suggesting that Notch receptors exert
non-redundant, complementary, functions upon inflammation.
Moreover, our data showing that hes/hey effector molecules are
also selectively regulated by the NFkB and PI3-kinase pathways
substantiated the hypothesis that Notch receptors control specific
functions through the regulation of selected effectors (i.e. Notch2/
hey1, Notch4/hes1).

Next, we used silencing experiments to mimic the changes in
Notch4 expression mediated by TNFa in vascular ECs. To this aim,
silencing of Notch4 was achieved using two different siRNAs
targeting Notch4 (SiN4#1 and SiN4#2) or a scramble non-
targeting SiRNA (scramble) as we previously described [22]. Cells
were then analyzed by qPCR for Notch2 and Notch4 transcript
levels. Notch1 mRNA was used as a control for potential off-target
effects. We found that silencing Notch4 has no significant effect on
Notch1 and Notch2 expression indicating that downregulation of
Notch4 does not trigger the regulation of Notch2. Conversely, we
also observed that silencing or overexpressing Notch2 has no
regulatory effect of Notch4 expression in ECs (data not shown).

Overall, our findings suggest that TNFa-mediated changes of
Notch2 and 4 transcription may occur independently and are
dependent, at least partially, on the PI3K and NFkB pathways and
support a major role for NFkB in the control of Notch4 and hes1
[27].

3.4. Endothelial changes in Notch2 and Notch4 expression promote EC
apoptosis

Next, to functionally assess the impact of Notch regulation,
apoptosis assays were performed after modulation of Notch2 and/or
Notch4 in cultured ECs. We used gene transfer to mimic the changes
inboth Notch2 and Notch4 mediated by TNFa in vascular ECs. To this
aim, silencing of Notch4 was achieved as above using siRNAs while
Notch2 was modulated and activated using an adenoviral vector
encoding Notch2-ICD and GFP (AdN2ICD) as we previously
described [23]. Controls include a non-targeting siRNA (scramble)
and a recombinant adenovirus for the reporter gene GFP (AdGFP).
Transduced and knock-down cells were then analyzed by Western
blots for caspase activation. We found that silencing Notch4 and
overexpression of Notch2 (NICD) similarly induce the cleavage of
caspase-3 (Asp175) and caspase-7 (Asp198) indicating that both
events are pro-apoptotic in vascular ECs (Fig. 5A). To confirm these
results, caspase-3 activity was monitored in live ECs by videomicro-
scopy using a cell-permeable substrate (PhiPhiLux®) to detect real-
time activation of caspase (Fig. 5B-E). The PhiPhiLux probe becomes
fluorescent (red) when cleaved by active caspase-3. For these
experiments, ECs were silenced for Notch4, transduced using
AdN2ICD or both. Higher basal caspase-3 activity in treated cells
compared to control reflects the pro-apoptotic effect of Notch
modulation (Fig. 5B and C). Consistent with immunoblotting, we
show a time-dependent increase in caspase-3 activity in ECs with a
sustained Notch2 NICD expression or with a knocked-down for
Notch4. Moreover, we found that combination of both further elicits
caspase-3 activity suggesting that despite partly independent
regulation of Notch2 and 4, apoptosis is a common effector
mechanism. These data were further confirmed by annexin V
labeling and facs analysis (data not shown).

3.5. Modulation of Notch2 and Notch4 in vascular inflammation in
vivo

In order to establish a preliminary evidence in vivo for the
biological relevance of our in vitro findings related to Notch
regulation in activated ECs, we investigated Notch expression in
rats treated with recombinant TNFa. EC activation was assessed by
measuring VCAM-1 expression, a representative marker of EC
activation in vitro and in vivo [7]. To induce vascular inflammation
and EC activation, rats were treated intravenously with recombi-
nant TNFa or vehicle as control. At 0-6 h postinjection, kidney,
heart and lung were collected for analysis. First, basal expression of
Notch2 and 4 transcripts in the different tissues from untreated
rats was compared by qRT-PCR. As shown in Fig. 6A, the transcript
level of Notch2 and 4 molecules varied greatly according to tissues,
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Fig. 3. Regulatory effects of TNF on Notch effectors and Notch activity. HAECs were treated for 0, 2, 6, 12 and 24 h with TNFo (100 U/mL), IL13 (5 ng/mL) or IFN+y (100 U/mL).
(A) Expression pattern of Notch effectors hes and hey was determined by semi-quantitative RT-PCR. PCR products were separated on 1.2% agarose gels and stained with
ethidium bromide. 3-actin mRNA was amplified as a control. Results are representative of three experiment performed. Transcriptional regulation was analyzed by real-time
quantitative PCR for hes1 (B), hey1 (C) and hey2 (D). Results shown are the mean + SEM from three independent experiments performed in duplicates and are expressed as

relative expression, calculated according to the 2

with the highest expression levels consistently observed in the
lung. The lower levels of Notch2 and 4 transcripts were found in
the heart. Ratios of expression levels in the lung compared with the
heart were 16.2 + 3.0-fold (*p < 0.05) for Notch2, and, 6.4 + 1.1-fold
(*p < 0.05) for Notch4.

Expression of Notch receptors was further examined in lung
from rats treated with TNFa for 1, 4 and 6 h (Fig. 6B). Notch2
mRNAs were significantly and transiently increased (1.8 + 0.1-fold
increase as compared to untreated rats; p < 0.05 at 1 h). In contrast,
Notch4 was downregulated upon TNFa treatment, with a maximal
2.2 + 0.1-fold decrease in mRNA level, (p < 0.05 versus control).
Western blotting for Notch2 and Notch4 further confirmed the
respective up- and downregulation at the protein level in tissues
(Fig. 6C). We also performed immunochemistry analysis on lung
sections and we confirmed the decrease at endothelial level of Notch4
in TNF-treated animals (data not shown). Unlike Notch4, Notch2 is
ubiquitously expressed in cells and tissues and we were not able to
appreciate a clear quantitative increase in Notch2 expression in the
endothelium (data not shown). Immunoblotting experiments also
associated Notch regulation with pro-apoptotic events reflected by
the activation of caspase-3 and caspase-7. The 19-kDa form of cleaved
caspase-3 (Asp175) and the 20-kDa form of cleaved caspase-7
5(Asp198) were detected in lung from TNF-treated but not in controls
(Fig. 6D).

4. Discussion
Although the impact of the Notch pathway in several areas of

vascular biology is now clearly established, its role in vascular
inflammation at the endothelial level remains to be elucidated. A

AACt method, after normalization to HPRT levels (*p < 0.05 versus control).

large number of studies demonstrated, mostly through modulation
of Notch pathway activity, that Notch is involved in EC differentia-
tion, apoptosis and proliferation [12,16,28]. In addition, recent
studies also investigated the effect of various effectors, such as
soluble mediators of cell growth (VEGF or FGF-2) [28,29],
differentiation (TGF3) [30] or activation (LPS) [31] on the Notch
pathway invarious cell types. In the present study, we asked whether
inflammatory mediators could also modulate the Notch signaling
and the pattern of Notch molecules expressed in vascular endothelial
cells. To this aim, the effect of cytokines on Notch receptors
expression and on Notch activity in human ECs was examined.

Here, we demonstrated that TNF«, the prototype of pro-
inflammatory cytokines, drives a specific regulation of the Notch
pathway in vascular ECs. In arterial ECs, TNFa strongly modulates
the pattern of Notch molecules expression by decreasing Notch4
expression while increasing Notch2 expression. Changes in Notch
levels were further observed at the protein level, and were
associated with a reduction in hes-1 and hey-2 expression and
CBF1 reporter gene activity as previously reported [23], suggesting
that inflammation regulates both Notch expression and activity.
Interestingly, regulation of Notch4 expression seems to be
cytokine-specific since no regulatory effect was found in response
to IFNvy, similar to VCAM-1 that is not affected by IFN<y. This TNFa-
driven transcriptional regulation was found to be mostly mediated
by the NFkB and the PI3-kinase signaling pathways. In vivo analysis
confirmed that in the lung, TNFa regulates Notch2 and Notch4 at
both transcriptional and protein levels.

Four distinct Notch receptors, Notchl, 2, 3, and 4, and five
different Notch ligands, Jagged-1 and 2, and Delta-1, 3, and 4, have
been identified and characterized in mammals. ECs express
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Fig. 4. Signaling pathways involved in TNFa-dependent Notch regulation. HAECs were preincubated with PDTC (100 M), SP600125 (10 wM) or wortmannin (100 nM) for 1 h
before 24 h treatment with TNFa (100 U/mL). Cells were lysed to allow RNA analysis by quantitative RT-PCR for Notch2 (A), hey1 (B), Notch4 (C) and hes1 (D). Results shown
are the mean 4 SEM from three independent experiments and are expressed as relative expression, calculated according to the 2-AAce method, after normalization to 3-actin levels.
*p < 0.05 versus TNFa-untreated cells (ctrl) and between non-pre-treated and pre-treated TNFa-activated cells with inhibitors. (E) ECs were transfected with siRNAs targeting
Notch4 (SiN4#1 and SiN4#2) or a non-targeting scramble siRNA. Notch1, Notch2 and Notch4 mRNA steady states were analyzed by qRT-PCR 48 h post-transfection. Results shown
are means + SEM from 3 independent experiments and are express as a percentage of control expression (medium).
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Fig. 5. TNF-mediated Notch regulation and EC apoptosis. (A) A representative Western blot analysis showing caspase-3 and caspase-7 cleavage in ECs silenced for Notch4 or
overexpressing Notch2NICD. Immunoblotting was performed using specific anti-cleaved or total form of caspases antibodies. Blots were reprobed with anti-GAPDH
antibodies (B, C, D, E) Caspase-3 activity in EC transduced with AAN2ICD or AAGFP and/or transfected with either non-targeting (scramble) or Notch4 siRNAs. Caspase-3-like
activity was visualized in individual, live ECs by time lapse fluorescence videomicroscopy. Cultures were incubated with cell-permeable PhiPhiLux-G,D; substrate at 37 °C, 5%
CO,. The quenched fluorescence PhiPhiLuxG2D2 substrate is cleaved intracellularly by caspase-3-like proteases, greatly enhancing red fluorescence. Non-apoptotic ECs
expressing Notch2NICD-GFP or GPF alone appeared in green while apoptotic ECs are round red fluorescent cells. ECs were examined under a 20x objective and the total
number of apoptotic cells determined by counting. (B, C, D) Results are expressed as the percentage of caspase-3 positive EC (*p < 0.05). (E) Representative pictures of fields

analyzed.

endothelium-specific Notch members, including Notch4 and Dl1l-4.
However, whether normal, quiescent, human ECs express basal
levels of other Notch receptors and ligands is not clearly
established. Here we show that Notch2 is also expressed in
cultured ECs and is upregulated in response to TNFa.. However, the
concomitant downregulation of Notch4 expression and Notch
activity may suggest that Notch4 is the major Notch receptor in
arterial ECs or that Notch2 partly exerts its functions by a non-
canonical mechanism.

In contrast to ECs and consistent with previous data [32], we
also found that vascular SMCs express Notch2 and Notch3 but not
Notch4 at mRNA level. Consistent with our results on ECs, vSMCs

responded to TNFa with a significant upregulation of Notch2
(about a 4.2-fold increase as compared to untreated cells) and a
strong downregulation of Notch3 expression (data not shown).
Associated with the constitutive expression of Notch receptors,
we found a basal expression of a selective pattern of effector
molecules of the Hairy/Enhancer of split (Hes) and Hairy-related
transcription factors (Hey, also known as Hrt, Hesr, Hey, CHF, grl, and
Herp) family. Previous studies showed basal transcript levels for
hes1, hey1 (herp2, hrt1, hesr1) and hey2 (herp1, hrt2, hesr2) in ECs
[25,33]. Consistent with these results, we reported significant
expression of hes-1 and 2 and hey-1 and 2 associated with a basal
CBF1/luciferase activity (data not shown), confirming that endoge-
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Fig. 6. TNFa-dependent Notch regulation upon inflammation in vivo. Rats (n = 3) were treated intravenously with rat TNFa (10 pg/kg) for 0, 1, 4 or 6 h. Lungs, heart and
kidneys were collected and frozen for mRNA and protein analysis. Real-time quantitative PCR was used for mRNA analysis. Results shown are the mean + SEM of three
independent experiments and are expressed as relative expression, calculated according to the 2-AAce method, after normalization with 3-actin levels (*p < 0.05 versus control). (A)
Basal levels of Notch2 and Notch4 transcripts in heart, kidney and lung from untreated rats; *p < 0.05 versus transcript level in heart. (B) Time-course analysis of transcript levels in
lung in response to TNFa (*p < 0.05 versus untreated rats). (C, D) Western blotting for Notch2, Notch4, cleaved (Asp175) and total caspase-3, cleaved (Asp198) and total caspase-7
and tubulin in lung in response to TNFa (4 h). A representative experiment out of 3 independent experiments is shown.

nous Notch activity occurs in quiescent ECs and is probably
implicated in the maintenance of endothelium quiescence [34]. A
microarray comparison of large series of human EC lines confirmed
arterial-specific expression for hey2 [35]. Further, those authors
showed that ectopic expression of hey2 in HUVECs specifically
induces expression of a series of genes that are characteristic of
arterial endothelia, implicating hey2 as a key regulator of the arterial
phenotype. Consistent with our results, Espinosa et al. provided
evidence that TNFa triggers an important decrease in the level of
hes1 mRNA, while a lower effect was found on hey1 [36]. Our
findings further indicate that, consistent with an overall decreased
expression for the major effector molecules hes1 and hey1, TNFa
reduces basal CBF1 reporter activity in activated ECs. Considering
that CBF1 activity reflects canonical Notch pathway activity, we may
extrapolate that TNFa decreases Notch activity in ECs.

The functional consequences of Notch modulation mediated by
TNFa in the endothelium appear to promote EC apoptosis. Notch4
has been implicated in the control of proliferation, apoptosis and
migration of SMCs and ECs [14,16,37]. Notch2 has mostly been
involved in monocyte and T lymphocyte maturation and differen-
tiation [38-40]. Its role in EC biology is still unclear. We recently
demonstrated that Notch2 signaling sensitizes EC to apoptosis
[23]. TNF elicits a broad array of cellular effects via two receptors
TNFR1 and TNFR2. TNFR1 mediates inflammation and cell death
while TNFR2 serves to enhance TNFR1-induced apoptosis or to
promote cell activation, migration, growth or proliferationin a cell-
specific manner [41]. Here, our results suggest that concomitant
changes in Notch2 and Notch4 expression elicited by TNFa may
have an additive pro-apoptotic effect that triggers endothelial
injury and vascular damage.

To conclude, inflammatory cytokines trigger a selective
expression pattern of Notch receptors in the endothelium
associated with a reduced canonical Notch activity. Consistent
with previous models where growth factors modulate the
expression of Notch receptors and ligands at both qualitative
and quantitative levels, our findings suggest that inflammation
may provide additional control of Notch signaling.
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Article 4 : L’activation de Notch2 dans les CE induit I'apoptose en

bloquant I'expression de la survivine

Résumé :

Les molécules de la voie Notch régulent des fonctions essentielles de la biologie
vasculaire. Il a précédemment été montré que I'altération de I'expression de Notch4 médiée
par les cytokines pro-inflammatoires dans les vaisseaux d’allogreffe cardiaque, induit la
dysfonction endothéliale et pourrait ainsi contribuer a I'artériosclérose du greffon (Quillard
et al., 2008). Si l'importance de Notch4 dans le controle de la prolifération, de la
différenciation et de I'apoptose des CE est avérée, peu de données concernent I'implication
de Notch2 dans la biologie endothéliale.

Cette étude poursuit 'analyse des interactions entre la voie du TNFa et celle de Notch
dans les cultures primaires de CE humaines. En particulier, nous confirmons que le TNFa
augmente fortement I'expression et I'activation du récepteur Notch2 dans les CE qui est
corrélée a une forte induction du gene effecteur heyl. Fonctionnellement, I'expression du
domaine actif de Notch2 (N2ICD) dans les cultures primaires altére la survie cellulaire en
induisant I'apoptose. De plus, l'inactivation de Notch2 par siRNA protége les CE de
I’'apoptose induite par anoikis, montrant le role pro-apoptotique de Notch2. Cet effet est
assuré par la répression de l'expression de plusieurs molécules clé impliquées dans le
controle de la survie cellulaire. L’activation de Notch2 mene notamment a une forte
diminution de I'expression transcriptionnelle et protéique de la survivine. Au contraire, une
augmentation de la survivine est obtenue a la suite de l'inactivation sélective de Notch2,
confirmant le controle de I'expression de la survivine par Notch2. Enfin, une expression
ectopique de survivine suffit a prévenir I'apoptose induite par N2ICD.

Ces résultats montrent donc que Notch2 sensibilise les CE a I'apoptose en réprimant
I’expression de genes de la survie cellulaire et désigne la survivine comme un effecteur

majeur de la fonction pro-apoptotique de Notch?2.
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Abstract

Background: Notch signaling pathway controls key functions in vascular and endothelial cells (ECs) where Notch4 plays a
major role. However, little is known about the contribution of other Notch receptors. This study investigated regulation of
Notch2 and further examined its implication in EC dysfunction.

Methodology/Principal Findings: Here, we provide evidence for a novel link between Notch and TNF signaling, where
Notch2 is upregulated and activated in response to TNF. Forced expression of Notch2 intracellular domain in cultured ECs
promotes apoptosis and allows the significant downregulation of several cell-death-related transcripts in a dose-dependent
manner. In particular, activation of Notch2 led to a rapid decrease in survivin mRNA and protein expression, while survivin
upregulation was obtained by the selective knockdown of Notch2 in ECs, indicating that survivin expression is controlled at
the Notch level. Moreover, Notch2 silencing and ectopic expression of survivin, but not XIAP or Bcl2, rescued ECs from TNF
and Notch2-mediated apoptosis, respectively.

Conclusions/Significance: In conclusion, TNF signaling activates Notch2 that sensitizes ECs to apoptosis via modulation of
the key apoptosis regulator survivin. Overall, our findings also indicate that specific Notch receptors control distinct
functions in vascular cells and inflammatory cytokines contribute to this specificity.
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Introduction

Notch signaling pathway regulates a broad array of cell fate
decisions in various tissues and in all stages of development
(embryonic to adult). The Notch family comprises heterodimer
transmembrane receptors consisting of an extracellular domain
and a noncovalently linked intracellular domain (ICD). In
mammals, 4 Notch receptors (Notchl-4) and 5 ligands (Delta-
like [DII]-1, D113, DIl4, Jaggedl and Jagged2) have been identified
[1]. Upon interaction with ligands on neighbouring cells, Notch
undergoes proteolytic cleavages managed sequentially by ADAM
proteins (a desintegrin and metalloproteinase) and the y-secretase
complex. Release of the cytoplasmic Notch C-terminal intracel-
lular domain (NICD) from the plasma membrane is followed by its
translocation into the nucleus where it forms a complex with CSL,
removing the repression and allowing for target genes (fes, hey)
transcription [2].

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Notch proteins display a selective cellular and tissue distribution.
The vascular cells express all four Notch receptors but only
Notch4 displays an almost exclusively endothelial expression
pattern whereas Notchl-3 are expressed more ubiquitously [3]. In
the vasculature, Notchl and Notch4 are predominantly endothe-
lial, prominent in both arteries and veins while the expression of
Notch?2 has been reported in pulmonary endothelium [4]. Notch3
is primarily expressed in adult arterial vascular smooth muscle cells
(VSMCs). In addition to a specific pattern of tissue expression,
several observations suggest that temporal regulation of Notch
signaling may be equally important to control the diverse functions
of the Notch family. Notch signaling plays a critical role in
vascular development and homeostasis [5] and is involved in
vasculogenesis, angiogenesis, differentiation, vascular remodeling,
and maturation [6]. Combined deletion of Notch! and Notch4 genes
enhances the defects in vasculature remodeling observed in
Notchl single knock-out mice [7]. Endothelial cell (EC)-specific

December 2009 | Volume 4 | Issue 12 | e8244



expression of an activated form of Notch4 leads to embryonic
lethality with abnormal vessel structure and patterning [8].
Coonstitutive activation of Notch4 in ECs also causes defects in
vascular remodeling [8]. In vitro experiments also demonstrate that
Notch4 activation protects ECs from apoptosis, promotes
endothelial-to-mesenchymal trans-differentiation and blocks both
proliferation and angiogenesis [9,10].

Endothelial cells control vascular tone, leukocyte adhesion and
thrombosis by fine-tuned regulation of many cell surface and
soluble molecules [11]. EC activation is considered to be an early
event which subsequently leads to EC dysfunction and ultimately
to vascular injury, key events associated with acute and chronic
inflammation, such as occurs during sepsis, atherosclerosis and
acute vascular and chronic allograft rejection. Tumor necrosis
factor (I'NT), an important mediator of innate inflammation, acts
on vascular ECs to promote the inflammatory response. In
cultured human ECs, human TNF causes apoptosis, especially in
the presence of RNA or protein synthesis inhibitors such as
actinomycin D or cycloheximide (CHX), respectively. TNF
activates both NFxB and AP-1 in ECs, leading to the expression
of pro-inflammatory proteins, such as E-selectin (CD62E), ICAM-
1 (CD54), VCAM-1 (CD106) and IL-8. TNF also promotes
expression of an array of “protective” genes including the zinc
finger protein A20, heme-oxygenase-1 (HO-1) and Bel-xL [12]. It
has been suggested that Notch is necessary for the establishment
and/or maintenance of quiescent EC phenotype [10]. However, a
role for Notch signaling in activated EC phenotype and function
upon inflammation has not been documented.

In a previous study, we showed that impaired Notch4
expression caused by pro-inflammatory cytokines in cardiac
allograft vessels promotes EC dysfunction and transplant arterio-
sclerosis [13]. Although the importance of Notch4 in controlling
EC proliferation, differentiation and survival has been established,
little is known about the role of Notch2 expressed on vascular
endothelium. This study further investigates the regulatory
crosstalk between TNF signaling and Notch receptors expression
and activity in primary cultures of human vascular ECs. In
particular, we show that TNF strongly upregulates Notch2 on
vascular ECs. Moreover, the present work establishes the direct
contribution of Notch2 signaling in the transcriptional regulation
of several pro- and anti-apoptotic molecules. Both forced Notch2
NICD (N2ICD) expression and Notch?2 silencing demonstrate
interplay between Notch2 signaling and survivin expression in the
control of EC apoptosis. Taken together, our findings indicate that
dysregulated Notch? signaling by TNF sensitizes vascular
endothelial cells to apoptosis by the downregulation of a set of
mediators of apoptosis and suggest a major role for survivin as
effector of Notch signaling.

Materials and Methods

Ethics Statement

Informed written consent was obtained from patients. The study
was performed according to the guidelines of the local ethics
committee (Comité Consultatif de Protection des Personnes dans
la Recherche Biomédicale [CCPRB], CHU de Nantes, France).

Cell Culture and Reagents

Primary ECs cultures from human artery (HAEC) and umbilical
vein (HUVECQC) were isolated and grown in early passages (2-6) as
we previously reported[14]. Human aortic endothelial cells
(HAECs) were isolated from unused aortic pieces collected at the
time of kidney transplantation and harvested according to good
medical practice and stored in the DIVAT Biocollection (French
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Health Minister Project no. 02G55). HUVEC were only used for
plasmid transfection experiments. ECs were cultured in endothe-
lial basal growth medium (ECBM, Promocell, Heidelberg,
Germany) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 0.4%
EC growth supplement/heparin, human epidermal growth factor
(0.1 ng/mL), human basic fibroblast growth factor (1 ng/mL),
hydrocortisone (1 pg/mlL), gentamicin (50 pg/mL), and ampho-
tericin (50 ng/mL). Before activation, confluent EC monolayers
were maintained for 24 h in basal ECBM supplemented with 2%
FCS and then incubated with Human Recombinant TNF
(100 U/mL, provided by Professor P. Neuman, BASF, Ludwig-
shafen, Germany). To induce EC apoptosis, ECs were pre-treated
1 h with 100 uM pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC, Sigma-—
Aldrich, St. Louis, MO, USA) before TNF addition and
incubation for 24 h. To protect ECs from apoptosis, AAN2ICD-
transduced cells were cultured for 48 h in presence of zvad (R&D
systems).

DNA Constructs, Small Interfering RNAs and
Transfections

The luciferase reporter plasmid that contains 4 copies of a
binding site for CBF1 (CBF1-Luc) was a kind gift from Dr. Diane
Hayward (Johns Hopkins University, Baltimore, Maryland,
USA)[15]. Cells were treated with DAPT (10 uM, N-[N-(3,5-
Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-Sphenylglycine t-butyl ester, Sig-
ma—Aldrich) or co-transfected with the N2IC/MSCV plasmid
encoding Notch2 NICD as a positive control for Notch
activity[16]. Gene reporter activity was measured with the
luciferase assay (Promega, Madison, WI, USA) and expressed as
a relative luciferase activity after normalization to protein content.
HUVEC were transfected at 70-90% confluence using the
Lipofectamine and the PLUS reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) for 1 h at 37°C in DMEM. Survivin, Bcl2 and XIAP full
cDNAs were cloned into pcDNA3.1 vector. For gene silencing,
10> HAECs were transfected in 6-well plates with RNAiMax
lipofectamine®  (Invitrogen) and siRNA targeting Notch2
(ID#144339, 72% knockdown, ID#144349, 78% knockdown,
ID#144373) or a scrambled negative control (#AM4611) at a
final concentration of 10 nM (Ambion, Austin, TX, USA). High
transfection efficiency was verified with fluorescent siRNA (over
85%) (fluorescent Block-IT®, invitrogen). Validation of siRNA and
functional assays were performed 48 h post-transfection. For each

experiment, specific expression knockdown (>70%) was estab-
lished by qRT-PCR.

Generation of a Recombinant Adenoviral Vector

Encoding Notch2ICD

The N2IC/MSCV plasmid encoding Notch2 NICD was
kindly provided by Dr Christopher A. Klug CA (University of
Alabama at Birmingham, AL, USA). The 2.3-kbp EcoRI
fragment from N2IC/MSCV, containing the coding region of
Notch?2 intracellular domain was subcloned into pT/BH vector.
The EcoRV-Notl fragment was then inserted under the
cytomegalovirus promoter into the vector pTrackCMV that
contains a second expression cassette for GFP dependant on
CMYV promoter. The resultant pTrackCMV-N2ICD vector was
tested in HUVEC transfections before adenovirus generation.
The recombinant adenovirus AAN2ICD was produced in the
human embryonic kidney 293 cells by the vector core laboratory
of the University Hospital of Nantes INSERM UMR 649 Gene
Therapy Laboratory, Nantes, France) as we previously de-
scribed[17]. The recombinant adenoviruses AdTrack-GFP and
~AdNull (Ad DI1324) without GFP ¢cDNA were used as a control
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(AdGFP, AdNull). Efficiency and adenoviral infection and GFP
expression are shown in the supplemental Figure S1. When
applicable, dose-reponse of multiplicity of infection (moi) were
performed to confirm/validate our findings. HAEC or HUVEC
were cultured 70-90% confluence and infected with a moi of 30/
cell or 300 for AAN2ICD and AdNull and 5 moi or 50 for
AdGFP, respectively. Adenoviral infection was carried out in
ECGM supplemented with 1% FCS for 3 h at 37°C, 5% CO,
under agitation. The cells were washed with medium containing
10% FCS and grown in fresh supplemented endothelial cell
growth medium. Transduction efficiency was analyzed 24 h after
infection through GFP detection by direct microscopy imaging
and Flow Cytometry using a FACScalibur® (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA).

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction RT-PCR
& PCR Arrays

RINA was isolated using Trizol reagent (Invitrogen) and treated
with Turbo DNase® (Ambion) before reverse transcription (RT).
Subsequent to RT, cDNAs were amplified by PCR and analyzed in
agarose gels stained with ethidium bromide. Quantitative PCRs were
performed using the ABI PRISM 7700 and 7900 sequence detection
application program (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
For quantification, duplicates were normalized by the concomitant
quantification of hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase
(HPRT). Relative expression was calculated according to the gmAACt
method, as previously described[18]. Primers for Notchl (5'-
GACGGACCCAACACTTACAC-3";5"-TCAGGCAGAAGCAG-
AGGTAG-3'), Notch2 (5'-GCAGGAGGTGGATGTGTTAG-3;
5'-CCAGGATCAGGGGTGTAGAG-3'), Notch3 (5'-CTCAT-
CCGAAACCGCTCTAC-3";5"-AGTCTCTCCTGGGCTACGT-
C-3"), Notch4 (5'-TGTTTGATGGCTACGACTGT-3";5"-TC-
CTTACCCAGAGTCCTACC-3'), heyl (5'-CAGGCAACAGG-
GGGTAAAGG-3";5'-GTGGAGCGGATGATGGTGGT-3') and
B-actin (5'-TCTGGCACCACACCTTCTAC-3";5" CAGCTTCT-
CCTTAATGTCAC-3") were obtained from MWG (High Point,
NC, USA) and used for RT-PCR analysis. Human Apoptosis PCR
array primer sets (Real Time Primers, Elkins Park, PA, USA) were
used at a 0.3 uM final concentration. Transcript levels were
quantified by gRT-PCR with the following primers and probe from
Applied Biosytems: Notch2 (Hs00225747_m1), heyl (Hs00232618_
ml), survivin (Hs00977611_gl), bim (Hs00197982_m1), DAPK2
(Hs00204888_m1), HRK (Hs00705213_s1), DR5 (Hs00366272
>_ml), CD40 (Hs00374176_m1), APRIL (Hs00182565_m1) and
HPRT (H99999909_m1).

Western Blot Analysis

Cells were lysed on ice in RIPA lysis buffer supplemented with
Protease Inhibitors Cocktail (PIC, Sigma-Aldrich). Cell lysates
were resolved by SDS-PAGE (7.5%-10%) and subjected to
Western immunoblot using specific antibodies for Notch2 (DSHB,
Towa City, IA, USA), cleaved-Notch2 (Millipore, Temecula, CA,
USA) survivin (R&D Systems, Abingdon, UK), VCAM-1 (Santa
Cruz Biotechnology), and GAPDH (Oncogene, MERCK Euro-
Lab, Val de Fontenay, Irance) and secondary horseradish
peroxidase-labeled antibodies (CST, St Quentin-en-Yveline,
France; Serotec, Martinsried, Germany). Antibody-bound proteins
were detected using an enhanced chemiluminescence kit (ECL,
Amersham, Buckinghamshire, UK). Results shown are represen-
tative of at least 3 independent experiments.

For Immunofluorescence, cytospins of ECs transfected with
pTrackCMV-N2ICD were subjected to Notch2 labelling with
Notch?2 antibody (DSHB).
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Cell Viability and Apoptosis Analysis

DNA Cellular DNA  content analyses were
performed by flow cytometry as follows: 48 h after transfection,
ECs were harvested using trypsin/ EDTA, washed twice in PBS,
fixed in ice-cold 70% ethanol under vortexing, and incubated for
24 h at 4°C. Fixed cells were then stained with 50 pg/mL
propidium iodide (PI), 100 pg/mL RNase A (Sigma-Aldrich) in
PBS (1 ml/1x10° cells). For specific apoptosis detection, ECs were
harvested, washed and resuspended in 100 pl of Binding Buffer
(10 mM HEPES, pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCly) with
5 ul of annexin V-APC (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)
for 15 min and with 50 pl/mL of PI for 5 min. Fluorescence was
measured on 10,000 cells/sample using a LSR II® (BD
Biosciences) and analyzed using Flow]Jo® software (Tree Star,
Inc.). Results shown are representative of at least 3 independent
experiments.

Measurement of caspase activity. Caspases-3 and -7
activity was assessed using the Caspase-Glo® 3/7 Assay,
according to the manufacturer’s recommendation (Promega,
Charbonnieres, France). Briefly, 10 ug of cell lysate were
incubated with caspase substrate and fluorescence was analyzed
for 2 h with a Fluoroskan Ascent'™(Thermo Scientific, Saint-
Herblain, France).

Caspase activity was also analyzed by western blot using
antibodies against Cleaved Caspase-3 (Aspl75), Cleaved Caspase-
6 (Aspl62), Cleaved Caspase-7 (Aspl98), Cleaved Caspase-9
(Asp315), Cleaved Caspase-9 (Asp330) and Cleaved PARP
(Asp214) from CST and antibody against total caspase-3 (Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA).

The cell-permeable fluorigenic peptidic substrate PhiPhilux-
G2D2 (Oncolmmunin, Gaithersburg, MD) containing the cleav-
age site DEVD was used to monitor caspase-3-like activity in intact
cells. Cells were incubated with the substrate solution for 1 h at
37°C in the dark, according to the manufacturer’s instructions.
Caspase 3 activation/apoptosis was followed during 18 h by time
lapse imaging using a microscope DMI6000B (Leica Microsys-
témes SAS. Rueil Malmaison) equipped with an objective lens
X40 (HCX FL Plan), and a CCD camera (Coolsnap HQ2,
Photometrics Roper Scientifics SAS Evry). Caspase 3 positive
cells/fied were counted every 2 h between 48 h and 66 h post-
infection with AAN2ICD and controls adenovirus. Results were
expressed as the percentage of caspase-postive ECs.

content.

Cell Proliferation

Cells were seeded at 25% of confluence, treated with FGF-2
(R&D Systems) and pulsed for 16 h with 0.5 uCi/well
[methyl-*H] thymidine (Amersham, Les Ulis, France). Thymidine
incorporation was measured using a scintillant counter (T'op count
NXT, Perkin Elmer, Waltham, Massachussetts, MA, USA).

Statistics

Data are represented as means=SEM for replicates experi-
ments. Statistical analysis was performed with Graphpad Prism®
Software (Graphpad Software, San Diego, CA) by the parametric
analysis of variance test as appropriate. p<<0.05 was considered
statistically significant.

Results

TNF Induces Notch2 Signaling in Vascular ECs

TNF in human vascular ECs activates signaling pathways that
regulate coordinately the transcription of a large set of molecules
involved in inflammation, coagulation, thrombosis, vascular tone,
immune response [11]. Moreover, TNF signaling also regulates a
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fine tune balance of pro- and anti-apoptotic factors that control
EC survival and, ultimately, vascular injury and remodeling [19].
Consequently, the first aim of this study was to investigate how
TNF signaling may control the expression of Notch receptors
(Notchl, 2, 3 and 4) in cytokine-activated ECs. Firstly, primary
cultures of ECs were treated for 0 to 24 h with recombinant TNF
and transcript levels were analyzed by RT-PCR. As shown in
Figure 1A, TNF selectively modulates the mRNA steady-state
levels of the Notch receptors. TNF decreases transcript levels for
Notchl, Notch3 and Notch4 with a significant effect starting 2 h
after treatment and with a maximal inhibition at 24 h of 49%7%,
88+2% and 78*2% for Notchl, 3 and 4 as compared with basal
levels (p<<0.05 for all). In contrast, an enhanced mRINA level for
Notch2 was found in response to TNF, corresponding to a
3.3%x0.3-fold increase at 24 h (p<<0.05) as compared with the basal
mRNA level. TNF-regulated expression for Notch2 was further
confirmed by western blotting (Figure 1B-D). TNF also triggers
the activation of Notch2 signaling as reflected by the induction of
the activated cleaved-form of Notch2 receptor (c-Notch2)
(Figure 1B). Expression of, Hairy/Enhancer of split (hes) and
Hairy-related (hey) transcription factors has been shown to be
dependent on Notch receptors activation [2]. Among these
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molecular targets of Notch activity, TNF was found to drive a
selective increase in heyl mRNA (Figure 1E) while, in contrary,
hesl and hey2 mRNA exhibit a significant decrease (data not
shown). Activation of Notch signaling in response to TNEF,
reflected by heyl transcription, measure by qRT-PCR, was
strongly abrogated in the presence of a 7y-secretase inhibitor
(DAPT) (Figure 1F). Together, these findings indicate that TINF
strongly modulates the pattern of Notch receptors expressed in
ECs by increasing Notch2 expression and activity in parallel to the
induction of heyl effector gene.

Notch2 Signaling Elicits EC Death and Apoptosis

Despite the strong implication of Notch in endothelial and
vascular biology, there have been few studies addressing the role of
Notch2 in vascular cell phenotype and function. Our analysis thus
focused on regulating the Notch2 pathway in human vascular
ECs. To this end, we first generated a recombinant adenoviral
vector encoding the intra-cellular domain of Notch2 (N2ICD) and
GFP as a reporter gene (AAN2ICD). Controls were ECs
transduced with a recombinant adenovirus encoding GFP alone
and empty vector (AdGFP and AdNull) to account for any effects
that may be due to adenoviral infection or/and GIP expression.

Figure 1. Regulation of Notch2 signaling in response to TNF. (A) RT-PCR for Notch1-4 in ECs treated with TNF. A western blotting analysis (B)
and its quantification showing the expression of the native Notch2 (C) and the activated cleaved form (cNotch2) in response to TNF (D). (E) RT-PCR
for Notch2 and hey1 in ECs treated with TNF. (F) gRT-PCR for hey1 in EC stimulated with TNF and DAPT. *p<0.05 versus controls.

doi:10.1371/journal.pone.0008244.g001
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Western blot analysis further indicates that, N2ICD expression is
dose-dependent in transduced ECs (supplemental Figure S1C).
Validation of the N2ICD transgene was also attested by its nuclear
translocation as well as its ability to promote canonical Notch
pathway activity (supplemental Figure S1D-E).

Notch?2 signaling was then tested for regulation of EC survival.
First, the effect of N2ICD on EC viability was examined by a
DNA content analysis from 24 h to 72 h after infection (Figure 2A).
At 24 h, no significant effect was observed. At 48 h, a significant
decrease in cell viability (46.5%5.9%) was found when ECs were
infected with AAN2ICD at moi 40 while a lower dose of virus (moi
20) decreases cell survival by 31.88.4% indicating that N2ICD-
induced cell death is a dose-dependent process. Finally, at 72 h
post-infection, in contrast to AAGFP and AdNull controls that did
not alter cell survival, AAN2ICD was sufficient to drastically
induce cell death (40.0%£14.0% and 67.5%£6.1% of cell death for
moi 20 and 40, respectively). To test whether EC death reflected
apoptosis, ECs were labeled with AnnexinV and Propidium iodide
72 h after infection and apoptotic cells (AnnV+) were detected by
flow cytometry. As shown in Figure 2B, N2ICD strongly induces
apoptosis in a dose dependent manner. AAN2ICD transduced ECs
displayed 58.2% and 77.5% of apoptotic cells for moi 20 and 40,
respectively. In contrary, no effect was observed after AdGIP
infection or with the corresponding empty Adenovirus at a moi of
40 thus attesting that the deleterious effect of AAN2ICD was not
due to GFP nor to the viral charge. No necrotic cells (AnnV-PI+)
were detected. To further characterize N2ICD-mediated apopto-
sis, we first used a PhiPhiLux™ system to detect real-time
activation of caspase in live cells. PhiPhilux incorporated into a
cell is specifically cleaved by caspase-3 or caspase-7, and the
cleaved products give fluorescence that can be detected by
fluorescent Time lapse videomicroscopy imaging. After 48 h
post-infection, ECs were subjected to time lapse imaging for 18 h
(Figure 2C). Caspase3/7 positive cells/field (in %) were counted
every 2 hours during the experiment (Figure 2D). This experi-
mental setting allowed us to follow AAN2ICD-mediated apoptosis
induction in reat time. As shown for AnnexinV staining,
AdN2ICD was associated with a high number of caspase3/7-
dependent apoptosis (37%) as compared to AAGFP and AdNull
controls (5% and 2%, respectively) 66 h after infection.

Moreover, western blots were used to examine cleavage of
caspase-3, -6, 7-9 and PARP in response to Notch2 NICD
(Figure 2E). The 17-kDa form of cleaved caspase-3 was detected in
EC overexpressing N2ICD at 48 and 72 h and parallels a decrease
in full caspase-3 expression. Correlated to caspase-3 activation,
clivage of caspase-7 and PARP were also observed. In contrast, no
cleavage of caspase-6 and -9 was found (data not shown). To
quantify caspase activation by N2ICD, we used a colorimetric
assay for caspase-3 and -7 activation. As shown in Figure 2F, ECs
overexpressing N2ICD exhibited a strong caspase activity as
compared to AAGFP and AdNull controls (40.9 fold and 93.4 fold
increase, respectively).

Protective effect of the pan caspase inhibitor Z-VAD-FMK in
AdN2ICD-transduced ECs further confirmed that Notch2 medi-
ates EC death by inducing caspase-mediated apoptosis (supple-
mental Figure S2).

In vascular ECs, TNF promotes EC activation/dysfunction but
low levels of apoptosis, notably by inducing protective signaling
pathways. To test the relevance of Notch2 induction and its pro-
apoptotic function in ECs, we test its regulation in a TNF-related
apoptosis model. First, we showed in Figure 3A that EC apoptosis
can be triggered by using the combination of TNF and the
antioxidant pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC), also commonly
used as a non specific NFkB inhibitor. Interestingly, as TINF fail to
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induce EC apoptosis and correlates with a transient Notch2
activation after 6 h of treatment, the apoptotic combination of
TNF and PDTC was associated with a stronger and sustained
activation of Notch2 receptor between 2 h and 24 h of treatment
(Figure 3B) thus confirming the implication of Notch2 signaling in
EC apoptosis process.

Altogether, these results suggest that a major consequence of
Notch?2 activation in vascular ECs is the induction of apoptosis in a
time- and dose-dependent manner.

Activated Notch2 Broadly Represses the Transcription of

Apoptosis Mediators

To examine the underlying mechanisms by which Notch2
NICD sensitizes ECs to apoptosis, an apoptosis-dedicated qRT-
PCR array displaying 88 pro- and anti-apoptotic molecules was
used. Fold changes in gene expression between AAN2ICD- and
AdGFP-transduced ECs are depicted in the Figure 4A, as well as
TNF-treated versus non-treated ECs as control. For the selection of
candidate genes, only transcript exhibiting an over 10-fold ratio
regulation compared to the AdGFP control were considered.
Consequently, 7 candidates were selected; all were down regulated
in response to N2ICD. We found that 5 out of 7 regulated genes
were the pro-apoptotic molecules Bim, death-associated protein
kinase 2 DAPK2, HRK (Harakiri) and DR5 (a TRAIL receptor)
and CD40 whose expression was highly repressed in response to
N2ICD (13.5-, 24.8-, 10.9-, 14.1-, 28.2-fold decrease versus AdGFP
control, respectively; *p<<0.05) (Figure 4A). Our findings also
indicate that N2ICD significantly decreases gene transcript levels
for 2 protective molecules: survivin and April (11.9- and 10.7-fold
decreased as compared to control, respectively; *p<<0.05).
Decreased transcript levels were further confirmed by gRT-PCR
and found correlated to Notch2 expression (Figure 4B).

Since we found that constitutive expression of N2ICD in
cultured ECs elicits apoptosis but also impairs EC proliferation
(supplemental Figure S3), we speculate that survivin, a potent
regulator of both functions, notably in ECs, also found inhibited
by TNF, could be a key player of Notch2 signaling [20,21].
Therefore, we further examined the possible involvement of
survivin in Notch2-mediated apoptosis. First, Figure 4C confirms
that N2ICD drastically repressed survivin transcript level with a
dose-dependent effect (9.6%£1.0- and 30.8*1.3-fold decrease at
moi 20 and moi 40, respectively; *p<<0.05). Moreover, regulation
of survivin protein expression by Notch2 was confirmed by
western blotting and was found dependent on N2ICD in ECs. Our
results suggest therefore that Notch2 activation could mediate EC
apoptosis by negatively regulating the key protective survivin gene
(Figure 4D).

Notch2 Silencing by RNA Interference Promotes Survivin
Expression and Rescues ECs from Apoptosis

Based on the above results, we further investigated the possible
crosstalk between apoptotic pathway and Notch?2 signaling in ECs.
Because many genetic studies showed that the Notch pathway is
very dose-sensitive, we used a loss-of-function model for Notch2
using Notch2 siRNA. This approach was designed to determine
the function of endogenous Notch2 signaling on EC survival. To
test whether inhibition of basal Notch2 could modulate apoptosis,
ECs were transfected with specific Notch2 targeted siRNAs. Non
targeting scramble siRNAs were used as controls. Among the 3
tested siRNAs, 2 displayed a significant down-regulation of
Notch2, at mRNA level by qRT-PCR (71.2%3.4% 78.6%6.1%
of inhibition for siN2#1 and #2, respectively, as compared to
control siRNA) (Figure 5A). Figure 5B demonstrates that, in
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Figure 2. Notch2 activation elicits EC apoptosis. (A) Quantification of EC viability 0-72 h post-infection with AdGFP, AdNull or AdN2ICD using a
DNA content assay. (B) Apoptosis detection 72 h post-transduction after AnnexinV and Propidium lodide (PI) staining. (C) PhiPhiLux™ system to
detect real-time activation of caspase3/7 in live ECs after 48 h post-infection for 18 hours, A representative image after imaging is shown in panel C.
Caspase3/7 positive cells/field (in %) were counted every 2 hours during the experiment (D). A western blot analysis for cleaved-forms of caspase-3, -
7 and PARP in response to Notch2 NICD (E). (F) A colorimetric assay for caspase 3 and 7 activation 48 h after transduction.
doi:10.1371/journal.pone.0008244.g002
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Figure 3. TNF and PDTC treatment induces EC mortality. EC death induction by DNA content assay (A) and activated cleaved-Notch2
expression by Western Blot (B) after TNF and PDTC treatment. Results are representative of 3 independent experiments. *p<<0.05 versus controls.

doi:10.1371/journal.pone.0008244.g003

contrast to N2ICD that inhibited survivin expression, Notch2
silencing significantly increases survivin mRNA in vascular ECs
(9.8- and 7.7-fold increase versus scramble control). This regulatory
effect was further confirmed at protein level by western blotting
(Figure 5C).

To test whether Notch2 inhibition could protect from apoptosis,
ECs were cultured for 48 h after siRNA transfection before
induction of apoptosis by TNF and PDTC treatment (supplemen-
tal Figure S4). Cell death was then quantified by DNA content
analysis (Figure 5D). First, we observed that knockdown of Notch2
did not modify basal EC viability. Moreover, when EC apoptosis is
induced by a 24 h treatment with TNF and PDTC, Notch2
knockdown significantly rescued ECs from apoptosis as compared
to scramble control.

Altogether, these findings suggest that survivin regulation is
controlled at the Notch level and that Notch2 inhibition protects
ECs from apoptosis by increasing survivin expression level.

Notch2-Mediated Endothelial Apoptosis Is Dependent on
Survivin Down-Regulation

To wvalidate the direct implication of survivin in Notch2-
mediated apoptotic functions, we transfected ECs with survivin,
XIAP (a close member of the survivin IAP family) or Bcl2 cDNA
before N2ICD overexpression. Considering a transfection effi-
ciency of 40% in HUVEC with plasmids, ectopic expression of
survivin very efficiently prevents cell apoptosis mediated by
N2ICD (29.5*4.1% wversus 47.3%6.5% of cell death for Null
control). In contrast, no protective effect was observed with XIAP
nor Bcl2, attesting the specific involvement of survivin in Notch2-
mediated apoptosis in ECs (Figure 6A-B). Because survivin may
directly bind and inhibit caspases, we tested by western blotting
whether survivin decrease in response to Notch?2 activation was
implicated in N2ICD-dependent caspase activation. As shown in
Figure 6C, ectopic expression of survivin in N2ICD overexpress-
ing ECs was sufficient to significantly reduce N2ICD-mediated
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caspase 7 activation. These results therefore suggest that N2ICD
triggers caspase-dependent apoptosis by decreasing survivin anti-
caspase activity.

Discussion

Here, we provide evidence for a novel link between Notch and
TNF signaling, where Notch?2 is activated in response to TNF and
directly controls expression of several genes involved in EC
survival and apoptosis. Activation of Notch?2 leads to a rapid
decrease in survivin mRINA and protein expression, and survivin
upregulation was obtained by the selective knockdown of Notch2
in ECs, indicating that survivin regulation is controlled at the
Notch level.

Opverall, our study reports a pro-apoptotic role for Notch2
signaling and indicates that specific Notch receptors control distinct
cell fate decisions in the vascular system. The major vascular defects
observed in Notchl ™’ exacerbated in Notchl ™/~ Notch4 ™/~
mutant animals and the restricted expression of Notch4 in ECs led
studies to focus on these Notch receptors in ECs. Notchl and
Notch4 seems to share common major functions in angiogenesis as
both protect ECs from apoptosis and decrease growth rate
[9,22,23,24,25,26]. These findings also illustrate possible compen-
satory mechanisms in Notch4™~ mice by Notchl which do not
develop severe vascular defects.

Nonetheless, little is known about Notch2 implication in
vascular homeostasis. We show here that Notch?2 exerts opposite
effects on EC survival as compared to Notchl and Notch4. This
pro-apoptotic function has already been reported in breast and
skin cancers [27,28]. However, controversial results in various
cancer models seem to point out cell-type or cellular context
specific orientation of Notch2 apoptotic function [29,30,31,32].

Our findings further substantiated the emerging concept that
the Notch molecules display unique functions. This functional
specificity was already exemplified in the lymphopoietic system by
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Figure 4. Notch2 signaling downregulates apoptosis mediators. (A) A schematic representation of apoptosis-related transcripts repressed
(red) or induced (green) by N2ICD or TNF determined by a dedicated PCR array. Means are shown as fold changes compared to AAGFP or untreated
ECs, respectively. (B) Validation of transcripts regulation by qRT-PCR in ECs transduced with AAN2NICD (moi 20 and 40) in comparison to controls
(non infected (NI) and AdGFP) (B-C). (D) Dose-response effect of AAN2ICD on Survivin protein expression by western blot. Results are representative
of 5 independent experiments. *p<<0.05 versus controls.

doi:10.1371/journal.pone.0008244.9g004
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Figure 5. Notch2 knockdown increases survivin and rescues
ECs from apoptosis. (A) Validation of Notch2 silencing in ECs by qRT-
PCR. (B) qRT-PCR for survivin mRNA in ECs transfected with a scramble
siRNA or siRNAs targeting Notch2. (C) Survivin and Notch2 expression
by western blot. (D) DNA content analysis of siRNA transfected ECs after
induction of apoptosis by TNF and PDTC (NT: non transfected cells).
Results are means=SEM of 3 independent experiments.*p<<0.05 versus
scramble.

doi:10.1371/journal.pone.0008244.g005
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the genetic mouse models in which Notchl deficiency results in
mmpaired T-cell development [33], while Notch2 deficiency causes
a dramatic absence of MZB cells [34]. Accordingly, a recent study
demonstrates that activation of different Notch receptors in the
human mammary adenocarcinoma cell line MDA-MB-231 drives
dramatically opposing effects, leading to either increased apoptosis
in the case of Notch2 or increased proliferation in the case of
Notch4 [35]. This is also in line with the finding that different
Notch ICDs have different target sequence selectivity [36]

Strikingly, it remains a critical question how various mamma-
lian Notch receptors and ligands exert their unique functional
activities. Indeed, such specificity is not completely explained by
differential expression patterns or preferential molecular interac-
tions of Notch receptors or ligands, suggesting that other genes can
contribute to specifying Notch receptor functions. Our previous
study [13] and results presented here indicate that TNF elicits a
drastic change in the pattern of Notch receptors expressed on
vascular ECs. This change corresponds to phenotypic switch
where Notch4 is replaced by Notch2. No significant change in
Notchl protein was observed. Among Notch ligands, only DII1
was found to be upregulated by inflammatory cytokines (data not
shown), providing a potential mechanism for Notch2 activation in
response to TNF. Functionally, activation of Notch?2 signaling
favors cell death while Notch4 activation was shown to be
protective [9]. Thus it is tempting to speculate that cytokines (i.c.
TNF) by modulating Notch signaling and function provide
another step to Notch regulation. Another (non exclusive)
possibility to consider comes from the recent study by Wu et al.
that discovered an unexpected role for the Notch coactivator
Maml] in mediating the specific signaling of Notch2 [37]. These
findings suggesting that individual Mam/ coactivators may regulate
molecular specificity of Notch receptor functions remains to be
confirmed.

Apoptosis 1s believed to be an important factor in vascular
remodeling in normal and pathologic conditions [19]. Survivin is
an inhibitor of apoptosis protein (IAP) that is upregulated in
cancer and has recently been implicated in vascular injury [38].
Survivin was originally detected in tumors; however, subsequent
studies have revealed that many normal adult tissues express
survivin albeit at levels lower than cancer cells. Survivin is an
essential protein in that disruption of the survivin locus in mice
results in early embryonic lethality [39]. This reflects a critical dual
function of survivin in the regulation of cell division and the
preservation of cell viability. The demonstration that survivin
levels in normal tissues can be up-regulated by cytokines suggests
that survivin may have physiologic roles in regulating proliferation
and survival [40]. Although the existence of functional survivin
caspase complexes is controversial, the ability of survivin to inhibit
apoptosis has been clearly demonstrated [41]. Expression of
survivin protects normal or transformed cells from apoptosis [42]
while forced expression of survivin inhibits various forms of cell
death both & vitro and i vivo [39]. Lack of endothelial cell survivin
resulted in embryonic lethality. Mutant embryos had prominent
and diffuse haemorrhages from embryonic day 9.5 (E9.5) and died
before E13.5 [43], pointing out a key protective role of survivin in
ECs. Our findings are complementary to studies in primary
cultured human ECs and VSMCs where induction of apoptosis by
TNF and cycloheximide or inflammatory cytokines (IFNy, TNF,
IL1B) was completely prevented by survivin overexpression
[21,44]. Moreover, whether survivin inhibition by Notch2 could
be implicated in proliferation blockade resulting from Notch2
induction remains to be verified. Nonetheless, survivin may act
upstream of gene expression and directly influence the transcrip-
tion of pivotal growth-related gene(s) in vascular cells. In the
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Figure 6. Survivin prevents Notch2-mediated apoptosis. ECs were transduced or not (NT) with AAGFP (5 moi) or AdN2ICD (30 moi) after
transfection with a plasmid encoding survivin, XIAP or Bcl2 full cDNAs or the empty vector (mock) as a control. Cell death was measured by DNA
content (A). Corresponding means+SEM of 7 independent experiments (B). *p<<0.05 versus mock. A representative western blotting analysis for
Notch2, survivin and cleaved-caspase 7 expression in ECs non infected (NI) or transduced with AAN2ICD (30 moi) 24 h prior to transfection with mock
or survivin plasmids. Cell lysates were collected 48 h after infection (representative of 3 independent experiments).

doi:10.1371/journal.pone.0008244.9006

future, this information might lead to novel strategies to prevent
cancer and vascular diseases where Notch/survivin signaling plays
a pathogenic role.

In conclusion, we show for the first time that TNF signaling
strongly upregulates and activates Notch2 in vascular ECs. Our
findings further indicate that dysregulated Notch2 signaling
sensitizes vascular ECs to apoptosis and demonstrate a major role
for survivin as effector of Notch signaling.

Supporting Information

Figure S1 Activation of Notch? signaling in ECs.(A) Dose-
dependent transduction of ECs according to moi for the
recombinant AAGFP and AAN2NICD. Results are expressed as
percentage of GFP-expressing cells determined by flow cytometry
24h post-infection. (B) GFP expression analysis by fluorescence
microscopy in ECs transduced with AdGFP or AAN2ICD. (C)
Western blot for Notch2 and GAPDH expression. Non-infected

(NI) and ECs infected with AAGFP are used as controls. (D)
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Immunoreactivity for N2ICD correlated to GFP expression in
nuclei of ECs transduced with AAN2ICD. (E) Cotransfection of
ECs with a CBF1/luciferase reporter plasmid and a plasmid
encoding N2ICD. Controls included non transfected ECs (N'T),
CBF1/luc-transfected cells treated with medium or DAPT.
Results are means of 4 independent experiments (arbitrary units).
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0008244.s001 (3.78 MB TTF)

Figure 82 AdN2ICD-mediated apoptosis protection by caspase
inhibition. Non infected (NI), AAGFP and AdN2ICD-transduced
HAECs were cultured with or without the pan caspase inhibitor
zvad for 48h. Cell death was measured by DNA content assay.
Results are representative of 3 independent experiments.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0008244.s002 (1.39 MB TTF)

Figure 83 Notch2 inhibits EC proliferation in response to FGF.
Transduced ECs by AAN2ICD (mo1 20 and 40) or AAGFP control
vector (moi J) proliferation in response to FGI was tested by
tritiated-thymidine uptake. Results are means £ SEM from 3
independent experiments. *p<<0.05 vs AdGFP control.
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Found at: doi:10.1371/journal.pone.0008244.s003 (0.68 MB TTF)

Figure S84 Induction of EC apoptosis by TNF and PDTC
treatment. ECs were treated with TNF and PDTC for 24 h (N'T:
non treated cells). Apoptosis was quantified by flow cytometry after
Annexin V and Propidium Iodide (PI) labeling. A representative
dot plot (A) and graphic representation (B) are shown. Results are
means = SEM from 3 independent experiments. *p<<0.05 vs
untreated cells.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0008244.s004 (1.01 MB TTF)
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Discussion et Perspectives

Importance de Lnk dans le contréle de la voie de signalisation des intégrines

Dans cette étude, nous avons établi un lien entre la protéine adaptatrice Lnk (SH2B3)
et la voie de signalisation des intégrines. Nos résultats sont en accord avec les récentes
observations de Takizawa et al., dont les travaux in vivo réalisés chez la souris ont démontré
la participation de Lnk dans la signalisation outside-in de I'intégrine allbf3 des plaquettes
(Takizawa et al., 2010). Cette équipe a constaté que la suppression de Lnk dans les
plaquettes est a I'origine d’une diminution de la phosphorylation de la sous-unité B3 et de la
liaison de Fyn a lintégrine allbB3. Ce défaut d’activation de l'intégrine allbB3 induit
I'inhibition de I'étalement des plaquettes Lnk”" sur le fibrinogéne, conduisant a une
instabilité du thrombus sanguin. Nous avons montré une régulation similaire dans les CE
vasculaires. Pour ce faire, la sous-unité B1 des intégrines a été activée par I'incubation d’un
anticorps activateur anti-CD29 avec les CE, et I'engagement de la voie de l'intégrine a été
controlé par la phosphorylation des kinases Akt et GSK3B. Ce modele d’activation a été
validé sur des CE de souris WT et a montré une activation spécifique de I'intégrine B1 induite
par l'anticorps anti-CD29, qui est attestée par la phosphorylation des deux kinases. En
revanche, nous avons observé dans les mémes conditions que la délétion de Lnk dans les CE
de souris inhibe la phosphorylation d’Akt et de GSK3. Ce résultat montre indirectement que
la transduction des signaux outside-in des intégrines a chaine B1 requiert la présence de la
protéine adaptatrice Lnk dans les CE. Cette donnée est confortée par la phosphorylation
rapide de Lnk lors de l'activation de la sous-unité Bl des intégrines qui suggére son
implication dans cette voie de signalisation. Si la perte de Lnk inhibe I'étalement cellulaire
des plaquettes (Takizawa et al., 2010), nous avons observé qu’inversement sa surexpression
s’accompagne d’une augmentation de la vitesse d’adhésion et du nombre d’adhésions

focales dans les CE.
Réle potentiel de Lnk dans la formation des adhésions focales

L’activation des intégrines est suivie de I'assemblage des complexes focaux et de leur
maturation en adhésions focales. Le processus de formation des points d’adhésions consiste

en un recrutement séquentiel des protéines de structure et de signalisation au niveau de la



chaine B des intégrines. Le regroupement en clusters des intégrines est rapidement suivi par
la liaison de la taline a la sous-unité B. L'augmentation de la production de PIP2 par I'enzyme
PIPKly, activée par la taline, facilite la formation des points d’adhésion en créant de
nouveaux sites de liaison pour d’autres protéines (Di Paolo et al., 2002). Ainsi, la vinculine,
présente sous forme inactive, se lie au lipide PIP2. Cette interaction entraine le déploiement
de la protéine vinculine et I'exposition de ses domaines de liaison a la taline, I'a-actinine et
VASP (Gilmore et Burridge, 1996). La fixation de la vinculine au point d’adhésion naissant, est
rapidement suivie par le recrutement de la paxilline et de la kinase FAK qui renforcent le lien
des intégrines aux filaments d’actine. L’autophosphorylation de FAK sur la tyrosine 397 crée
un motif reconnu par plusieurs protéines possédant un domaine SH2, comme Src, la
phospholipase Cy, Grb7, Shc, p120RasGAP et la sous-unité p85 de la PI3K (Chen et Guan,
1994) (Xing et al., 1994) (Zhang et al., 1999) (Hanks et al., 2003) (Mitra et al., 2005).
L’activation des deux enzymes FAK et Src permet de constituer des sites de recrutement
pour des protéines additionnelles conduisant a la formation d’'un complexe multiprotéique
de plus en plus important (Parsons, 2003). Dans les CE, la phosphorylation des résidus
tyrosine des protéines intracellulaires peut étre induite par le regroupement des intégrines
(Miyamoto et al., 1995), la stimulation par des facteurs de croissance (Rankin et Rozengurt,
1994) ou l'application de forces de tension (Yano et al.,, 1996). L'importance des
phosphorylations protéiques est confirmée par I'emploi d’inhibiteurs de la phosphorylation
des tyrosines qui bloquent I'assemblage des AF et le recrutement de nombreux composants
des sites d’adhésion (Burridge et al., 1992).

La formation des points d’adhésion est donc un enchainement d’étapes permettant le
recrutement successif de diverses molécules, dont I'association est régulée par I'affinité des
composants et leurs interactions spécifiques. Les protéines adaptatrices participent
largement a ce phénomene notamment en favorisant les interactions moléculaires. Nos
travaux ont montré que la surexpression de Lnk induit une forte augmentation du nombre
d’adhésions focales dans les CE. De plus, nous avons observé une induction de la
phosphorylation de FAK et de la paxilline, et plus généralement une augmentation du
nombre de protéines tyrosine phosphorylée. Ces résultats suggéerent une stimulation de la
dynamique de formation des AF par Lnk. Toutefois, le mécanisme par lequel Lnk favorise
I’'assemblage des adhésions focales reste a définir. Une hypotheése serait que la formation du

complexe ILK-Lnk favoriserait I'activité d’ILK qui, en retour, activerait la voie inside-out des



intégrines. Cette stimulation aurait pour conséquence I'‘augmentation des clusters
d’intégrines, et I'activation des cascades de phosphorylation conduisant au regroupement
des protéines des adhésions en complexes.

Cependant, si 'augmentation du nombre d’AF peut étre consécutive a une formation
accrue des sites d’adhésion, elle peut également découler d’une accumulation d’AF en

raison d’une inhibition du désassemblage de ces structures.

Réle potentiel de Lnk dans la dissociation des adhésions focales

Tout comme I'assemblage des AF, leur dissociation est un processus hautement régulé.
La migration cellulaire nécessite I'engagement des intégrines ainsi que l'initiation de cycles
comprenant la protrusion de la membrane cellulaire, la formation de nouveaux points
d’adhésions et la rétraction de la partie postérieure de la cellule. L’extension du lamellipode
nécessite le turnover des AF, c'est-a-dire la dissociation des sites d’adhésion situés a la base
du lamellipode et leur reformation en bordure du lamellipode (Laukaitis et al., 2001). De
méme, la rétraction du corps cellulaire exige le désassemblage des points d’adhésion situés
a l'arriere de la cellule. L'observation par vidéomicroscopie de protéines de fusion
fluorescentes a permis de comprendre la cinétique du désassemblage des AF. Contrairement
a la formation des AF, la dissociation des protéines paxilline, FAK, zyxine n’est pas
séquentielle mais concomitante (Webb et al.,, 2004). Cependant, les mécanismes de
dissociation des complexes liés aux intégrines ne sont actuellement pas complétement
élucidés. lls semblent étre contrdlés par plusieurs voies de signalisation et par la modulation
des forces de tension (Broussard et al., 2008) (Schober et al., 2007).

FAK apparait étre un régulateur clé de la dissolution des AF par le biais des protéines
ERK (p42-44 MAPK) et MLCK (Webb et al.,, 2004). FAK déstabilise les AF par la
phosphorylation de Src et de p190RhoGAP, qui diminue l'activité de Rho et de ROCK. De
plus, le recrutement simultané d’un complexe formé par le facteur d’échange PIX et
I’effecteur PAK des Rho GTPases Racl et Cdc42, diminue les fibres de stress et les tensions
générées par la myosine (Schober et al.,, 2007). Le relachement de la tension cellulaire
favoriserait le désassemblage des sites d’adhésion. Cette observation est en accord avec les
études impliquant la contractilité de la myosine dans la formation des adhésions précoces

(Rottner et al., 1999) (Gupton et Waterman-Storer, 2006). De plus, FAK pourrait activer la



protéase calpaine, connue pour déstabiliser les AF par le clivage de plusieurs protéines,
comme la paxilline, la vinculine et la taline (Franco et Huttenlocher, 2005).

Les études de délétion génétique confirment le réle prépondérant de FAK dans la
dissociation des adhésions : les fibroblastes FAK” présentent des points d’adhésion plus
larges et plus stables ainsi qu’une diminution de la migration cellulaire (lli¢ et al., 1995).
Cependant, le mécanisme complexe de la dynamique des adhésions est régulé par
I’'expression de FAK mais également par sa phosphorylation. En effet, si la suppression de
FAK provoque une accumulation des AF, il en est de méme de son hyperphosphorylation.

La tyrosine phosphatase SHP2 affecte la fonction des intégrines notamment en
régulant la phosphorylation de FAK. Il a été montré que l'inhibition de I'activité de SHP2
entraine I’hyperphosphorylation de FAK, mais aussi une augmentation du nombre des AF
résultant d’'un défaut de la maturation des sites d’adhésion (Yu et al., 1998) (von Wichert et
al., 2003) (Mafies et al., 1999).

Dans notre modéle, nous avons observé que Lnk augmente fortement Ia
phosphorylation de FAK. Cette hyperphosphorylation pourrait étre a l'origine d’une
accumulation de points d’adhésion immatures dans la cellule. Cette hypothése pourrait étre
vérifiée par la réalisation de marquages immunohistochimiques de protéines spécifiques des
sites d’adhésion matures, comme |'a-actinine ou la zyxine. L'inhibition de la phosphorylation
de FAK dans des CE infectées par l'adénovirus Lnk, pourrait étre envisagée par la
transfection d’un mutant de FAK non phosphorylable. L'utilisation de ce dominant négatif
serait suivie de la quantification du nombre d’adhésions focales par cellule.

De méme, la phosphorylation de la paxilline module la dynamique d’adhésion. La
paxilline non phosphorylée est essentielle a la formation des adhésions fibrillaires. En
revanche, sa forme phosphorylée au niveau des tyrosines (Y31 et Y118) régule la naissance
des adhésions précoces et induit le turnover des sites d’adhésion. Ainsi, la phosphorylation
de la paxilline affecte I'adhésion par deux actions distinctes et contradictoires: d’un c6té en
stimulant I'assemblage des adhésions précoces, de I'autre en induisant leur turnover et donc
leur dissociation. Zaider-Bar et al. proposent un modele dans lequel les forces mécaniques
régulent la phosphorylation de la paxilline qui en retour contréle la dynamique d’adhésion
par le biais de FAK (Zaidel-Bar et al., 2007b). Les activités de FAK et de la paxilline seraient
régulées en fonction de la concentration cytosolique de leurs formes phosphorylées et plus

exactement du ratio Paxilline phosphorylée/FAK (Zaidel-Bar et al., 2007b).



La surexpression de la protéine Lnk favorise la phosphorylation de la paxilline et de
FAK mais entraine également, en paralléle, une augmentation de I'expression de FAK. Ces
modifications altérent les concentrations mais aussi les ratios entre formes phosphorylées et
non. De ce fait, Lnk pourrait étre responsable d’une dérégulation de la dynamique des AF et
d’une inhibition du turnover des points d’adhésion formés dans les CE.

Les protéines kinases p42-44 MAPK sont des substrats de la voie FAK-Src et peuvent
étre localisées au niveau des sites d’adhésion (Fincham et al., 2000). L'inhibition chimique de
la phosphorylation de p42-44 MAPK inhibe le turnover des AF qui deviennent plus larges et
se répartissent sur 'ensemble de la cellule. L'augmentation de la stabilité des AF réduit ainsi
la migration cellulaire. Plusieurs études ont montré que Lnk inhibe la phosphorylation de
p42-44 MAPK (Takaki et al., 2002) (Tong et al., 2005) (Takizawa et al., 2008) (Fitau et al.,
2006) et nous avons établi que Lnk augmente le nombre d’AF tout en diminuant la
migration. Afin de poursuivre la caractérisation des fonctions de Lnk dans la voie des
intégrines et des AF, il serait important d’analyser le réle joué par I'inhibition de la voie des
MAPK dans le phénotype des CE surexprimant Lnk.

Nous avons également constaté une augmentation du nombre de fibres de stress
induite par Lnk. Celle-ci est a I'origine d’une forte tension cellulaire qui empécherait d’autant
plus la dissociation des AF.

Afin de comprendre le processus par lequel Lnk régule le nombre d’adhésions focales,
il apparait important de considérer I'aspect dynamique de la formation et du turnover des
structures adhésives. L'observation de cellules vivantes exprimant Lnk ainsi que des
protéines de fusion fluorescentes des AF, permettrait de suivre en direct I'association et Ia
dissociation des complexes protéiques. Il serait alors possible de déterminer si Lnk favorise la
formation des AF et/ou inhibe leur désassemblage. La visualisation de la protéine Lnk
fusionnée a un fluorochrome par vidéomicroscopie, apporterait également des éléments de

réponse quant aux mécanismes d’action de cette protéine adaptatrice.

Les GTPases de la famille Rho : des régulateurs majeurs du cytosquelette d’actine

La famille des Rho GTPases est une classe de protéines essentielle a la régulation du

cytosquelette d’actine et a la dynamique des points d’adhésion. Ces monomeéres de 20 a 30



kDa font partie de la superfamille de Ras. Chez les mammiferes, 22 génes codants pour des
GTPases Rho ont été recensés (Jaffe et Hall, 2005). Les GTPases les plus caractérisées,
notamment pour leur implication dans la régulation du cytosquelette d’actine, sont RhoA
couramment appelée Rho, Racl et Cdc42 (Etienne-Manneville et Hall, 2002). Comme leur
nom l'indique, les GTPases fixent le GTP et I’hydrolysent en GDP. Elles oscillent ainsi entre un
état actif lié au GTP, capable d’interagir avec des effecteurs situés en aval, et un état inactif
lié au GDP (Wennerberg et al., 2005). Les protéines Rho ont des activités intrinséques de
chargement et d’hydrolyse du GTP relativement faibles. C’'est pourquoi la transition entre
I’état inactif et I’état actif est régulée par trois types de protéines. Les facteurs d’échange de
nucléotide guanylique GEFs (guanine nucleotide exchange factor) activent les GTPases en
favorisant I"’échange du GDP par le GTP, alors que les facteurs GAPs (GTPase activating
protein) inactivent les GTPases en stimulant I'activité intrinseque d’hydrolyse du GTP. La
famille de facteurs inhibiteurs GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitor) lie les GTPases
et les séquestre dans le cytosol dans une conformation inactive (Figure 29) (Rossman et al.,

2005).

Figure 29. Le cycle des RhoGTPases. Les
Rho GTPases sont inactives lorsqu’elles
sont liées au GDP et actives lorsqu’elles
sont liées au GTP. Ce cycle est régulé par
les facteurs GAP, GEF et GDI
D’apres (Iden et Collard, 2008)

La régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine et des AF confere aux
protéines Rho la capacité de contréler la forme, la polarité, I'attachement, I'étalement et la
migration des cellules.

L'activité de Rho est associée a I'assemblage des AF, a la contraction et la rétraction

cellulaire. Un effecteur important de Rho est la famille des Rho kinases ROCK qui induit la



formation des fibres de stress d’actine et leur contraction. ROCK phosphoryle la kinase LIM
(LIMK) ce qui participe a la réorganisation de I’actine en stabilisant les filaments d’actine par
I'inhibition de la cofiline (Maekawa et al., 1999). De plus, ROCK régule I'activité de la myosine
en agissant sur I'état de phosphorylation des MLC par l'inhibition de leur phosphatase
(Kawano et al.,, 1999). La phosphorylation des MLC induit 'augmentation de I'activité
ATPasique de la myosine-ll responsable de la contractilité du cytosquelette d’actine. La
liaison de Rho a I'effecteur mDia participe également a la polymérisation de I'actine et la
formation des fibres de stress (Figure 30).

Contrairement a Rho, la présence de Rac et Cdc42 est indispensable a la formation des
adhésions précoces et des complexes focaux au front de migration des cellules. Le principal
role de Rac est de générer une force protrusive par la polymérisation locale de I'actine
formant le lamellipode. La protéine Cdc42 induit également I'élongation de I'actine mais est
a l'origine de la formation des filopodes (Nobes et Hall, 1995). Les principaux effecteurs
cellulaires de Rac et Cdc42 sont la sérine/thréonine kinase PAK et les membres des familles
WASP et WAVE. La fixation de Rac ou de Cdc42 entraine |'activation de la kinase PAK qui
phosphoryle LIMK. L’activation de LIMK permet la phosphorylation de la cofiline et la
stabilisation des filaments d’actine (Arber et al., 1998). PAK régule également le turnover des
AF par le biais du facteur d’échange PIX (PAK-interacting exchange factor) (Obermeier et al.,
1998). Les protéines WAVE et WASP activées respectivement par Rac et Cdc42, stimulent le
complexe Arp2/3 capable d’initier la nucléation de I'actine de novo ou a partir d’un filament

préexistant (Takenawa et Miki, 2001) (Figure 30).



Figure 30. Signalisation des Rho GTPases régulant I’'organisation des filaments d’actine
D’aprés (Raftopoulou et Hall, 2004)

Les membres de la famille SH2B ont montré des liens directs avec les Rho GTPases.

Ainsi, SH2B1B co-immunoprécipite avec Racl dans les fibroblastes (Diakonova et al.,
2002). Linhibition de cette interaction, par I'expression d’un mutant de SH2B1pB, inhibe la
motilité des fibroblastes ainsi que la formation des renflements membranaires induite par
I’'hormone de croissance (Diakonova et al.,, 2002) (O'Brien et al.,, 2003). Ces résultats
suggerent que SH2B1B facilite le réarrangement de I'actine et la migration cellulaire en
recrutant Rac.

La protéine APS, quant a elle, se lie a Vav3, un facteur GEF de RhoA, RhoG et Racl, et
augmente son activité (Yabana et Shibuya, 2002). APS et vav3 semblent coopérer dans
I'induction de la réorganisation du cytosquelette d’actine des fibroblastes. De plus
I'activation de vav3 par APS pourrait participer a la signalisation du récepteur des LB, les
deux protéines étant phosphorylées par la stimulation du BCR (Zeng et al., 2000) (Yokouchi
et al., 1997).

Ces différentes études laissent présumer d’un possible réle pour Lnk dans la régulation
de l'activité des Rho GTPases. Nos différents résultats impliquant Lnk dans la migration,
I'adhésion et I'augmentation des fibres de stress, sont en accord avec cette hypothése. Il
serait donc pertinent de quantifier 'activité des Rho GTPases, par exemple par des

expériences de Pull down, dans des CE surexprimant ou au contraire déficientes en Lnk.

L’a-parvine : une cible moléculaire pour Lnk

L’expression soutenue de Lnk favorise I'adhésion et I’étalement des CE. La modification
de ces processus cellulaires pourrait étre provoquée par la diminution du taux de I'a-parvine
induite par Lnk. Cette hypothése est conforme aux observations de Lalonde et al. dont les
travaux ont démontré que I'extinction de I'a-parvine augmente 'adhésion des fibroblastes
par le biais de l'inactivation de I'activité de la cofiline (LaLonde et al., 2005). Dans le but de
tester cette hypothése, nous examinerons prochainement la phosphorylation de la cofiline
dans notre modeéle d’induction de Lnk. Les sites d’adhésion plus nombreux et répartis sur
I'ensemble de la cellule, peuvent également expliquer la plus forte adhérence des CE a la

matrice de collagene.



Nous avons montré que la surexpression de Lnk inhibe la migration cellulaire dans un
test de recouvrement. Les cellules infectées par I'adénovirus Lnk présentent une
modification de leur morphologie, avec un allongement du corps cellulaire et une
augmentation des fibres de stress. Elles présentent une motilité réduite et semblent émettre
plus difficilement les lamellipodes indispensables a leur déplacement orienté.

L'emploi de siRNA dirigés contre I'a-parvine a confirmé le réle majeur de cette
protéine dans le processus de migration cellulaire (Clarke et al., 2004) (Fukuda et al., 2003).
Nous avons observé que l'inhibition de I'a-parvine réduit de fagon significative la migration
des CE. Afin d’analyser I'impact de la baisse du taux de I'a-parvine sur la migration des CE
surexprimant Lnk, nous avons réalisé des transfections de plasmides codant pour la protéine
a-parvine fonctionnelle ou mutée. Nos résultats révelent que la réduction de la migration
induite par Lnk, est en partie médiée par la diminution de I'expression de I'a-parvine.
Cependant, le mécanisme par lequel I'inhibition de I'a-parvine affecte la migration cellulaire

reste a définir.
Lnk : mode d’action dans la signalisation des intégrines

Nous avons démontré que Lnk co-immunoprécipite avec ILK dans les CE. Nous ne
pouvons cependant pas conclure quant a l'interaction directe ou non des deux protéines,
c’est pourquoi nous évoquons la formation d'un complexe ILK-Lnk. Seules des
expérimentations complémentaires utilisant la technique de double hybride ou des
protéines purifiées permettraient de répondre a cette question. De plus, si ces méthodes
prouvaient une liaison directe entre Lnk et ILK, I'identification des domaines mis en jeu dans
I'interaction des deux protéines serait une étape importante de leur caractérisation.

Nous avons observé que la surexpression de Lnk entraine une diminution de
I’expression de I'a-parvine qui est dose dépendante. En paralléle, les taux d’expression des
protéines ILK et PINCH-1 ont été contrblés et n‘ont révélé aucune différence significative
entre des cellules surexprimant ou non Lnk.

Contrairement a nos résultats, I’étude de Fukuda et al. a montré une interdépendance
des composants du complexe IPP (Fukuda et al., 2003). Ainsi, la délétion d’ILK par siRNA
entraine une baisse importante de I'expression de PINCH-1 et une diminution plus modérée
de celle de I'a-parvine. De méme, I'inhibition de PINCH-1 engendre une forte baisse du taux

d’ILK mais affecte peu I'expression de I'a-parvine. Quant aux siRNA a-parvine, ils provoquent



une légere diminution d’ILK et de PINCH-1. La « disparition » des protéines est le résultat de
I'activité du protéasome, dont l'inhibition prévient la dégradation des trois protéines ILK,
PINCH-1 et a-parvine. Ces travaux démontrent que la formation du complexe IPP augmente
la stabilité de ses composants en les protégeant de la protéolyse (Fukuda et al., 2003).

Les différences entre nos travaux et ceux de Fukuda peuvent étre expliquées par un
réle mineur de I'a-parvine dans le maintien des autres composants du complexe. En effet,
les expériences de RNAi montrent un impact moindre de I'extinction de I'a-parvine sur la
stabilité d’ILK et de PINCH-1. Il est donc possible que la diminution de I'expression de I'a-
parvine, médiée par Lnk, provoque une baisse des taux d’ILK et de PINCH-1 trop faible pour
étre détectée par Western Blot. Une autre possibilité est que la formation du complexe ILK-
Lnk participe a I’équilibre d’ILK et de PINCH-1 et contrebalance la dégradation de I'a-parvine.
Enfin, il a été démontré que la surexpression de PINCH-2 prévient la protéolyse d’ILK et de
I'a-parvine entrainée par la perte de I'expression de PINCH-1 (Fukuda et al., 2003). Il est
donc envisageable que I'absence de I'a-parvine soit compensée par une forte expression de
la B-parvine dans les CE. Dans nos prochaines expérimentations, nous testerons le niveau
d’expression de la B-parvine. De plus, l'utilisation d’un inhibiteur du protéasome nous
permettra de mieux comprendre le mécanisme par lequel Lnk diminue le taux d’expression
de l'a-parvine.

Les expériences de co-immunoprécipitation ont révélé que la formation du complexe
ILK-Lnk est favorisée par la surexpression de Lnk, qui serait le facteur limitant de cette
liaison. Ainsi, plus la protéine Lnk est exprimée et plus elle s’associe a ILK. De plus, nous
avons observé qu’une faible surexpression de Lnk inhibe I'association entre ILK et I'a-
parvine, sans altérer I'expression de |'a-parvine. Ces résultats suggérent que I'expression
accentuée de Lnk stimule I'assemblage du complexe ILK-Lnk au dépens de I'association ILK-
a-parvine.

Nous proposons un modele dans lequel I'action de Lnk s’effectue en deux temps et est
dépendante de son taux d’expression cytoplasmique et de sa phosphorylation.
L’engagement des intégrines conduit tout d’abord a I'activation et la phosphorylation de Lnk
qui participe a la transduction des signaux, notamment par sa liaison avec ILK. Puis dans un
deuxieme temps, I'expression plus soutenue de Lnk contribue a un rétrocontréle et une
régulation négative de la voie des intégrines qui conduit a la réduction de la migration par

I'inhibition de I'a-parvine. Ce modeéle reste cependant hypothétique et doit étre confirmé,



par exemple, par I'analyse des CE de souris Lnk” ou par I'utilisation de siRNA Lnk. La mise en
place d’'un modele plus physiologique de I'induction de I’expression de Lnk et de I"activation

des intégrines serait également un atout dans la poursuite de cette étude.
Protection contre I'apoptose par anoikis des CE humaines et porcines par Lnk

Les cellules qui perdent le contact avec la matrice extracellulaire meurent rapidement.
Ce phénomene appelé anoikis protege a la fois de la prolifération ectopique des cellules et
de leur migration. La mort cellulaire par anoikis est donc un processus physiologique qui
évite I'altération de I'architecture tissulaire et les évéenements initiateurs de I'invasion et du
développement métastatique. Le programme de mort cellulaire est le résultat de I'activation
de deux voies principales : la premiére dite extrinseque met en jeu la famille des récepteurs
de mort, et la deuxiéme appelée intrinseque fait intervenir les molécules de la famille de Bcl-
2. ’anoikis qui concourt a la mort cellulaire est due a I’association de ces deux voies qui sont
initiées par les intégrines (Frisch et Ruoslahti, 1997).

L'implication de Lnk dans la voie des intégrines, ajoutée a son réle d’activateur de la
voie de survie PI3K (Fitau et al., 2006) (Wan et al., 2007), nous ont incités a étudier I'effet de
la surexpression de Lnk sur I'apoptose par anoikis. Ainsi, nous avons observé que Lnk
protege les CE de I'anoikis via la phosphorylation d’Akt et de GSK3B. Il a été montré par
ailleurs que la surexpression d’ILK confere aux cellules épithéliales maintenues en
suspension une résistance a I'apoptose (Attwell et al., 2000). De plus, I’anoikis et I'activation
de la caspase 3 peuvent étre stimulées par l'inhibition d’ILK ou par I'expression d’un
dominant négatif d’Akt. Ces résultats suggerent I'implication de la kinase Akt dans la
protection contre I'apoptose induite par ILK. Il a également été rapporté que I'expression et
I'activation de la protéine ILK augmentent la phosphorylation de la sérine 473 d’Akt et
inhibent la kinase GSK3B (Lynch et al.,, 1999) (Persad et al., 2001). Ces données laissent
penser que Lnk pourrait conduire a la phosphorylation d’Akt et de GSK3B, et donc a la
transmission d’un signal de survie, en favorisant I'activité d’ILK. Il est possible que la protéine
adaptatrice Lnk, par son intéraction avec ILK, aide a la formation d’un complexe
multiprotéique rapprochant physiquement ILK et les kinases Akt et GSK3p.

De plus, on ne peut exclure la possibilité que Lnk agisse directement sur la cascade des
caspases. Ces protéases sont présentes dans les cellules au repos sous forme inactive

appelée pro-caspase. Un clivage protéolytique induit leur activation et pour certaines le



regroupement de leurs sous-unités catalytiques p20 et p10. Il existe deux types de caspases :
les initiatrices (caspases 1, 2, 4, 8, 9 et 10) qui régulent I'activation des autres caspases dites
effectrices (caspases 3, 6 et 7). Ces derniéres clivent de nombreuses molécules responsables
de la mise en place de I'apoptose. Parmi les cibles des caspases effectrices, on peut citer
ICAD (inhibitor of caspase-activated Dnase), un inhibiteur spécifique des CAD (caspase-
activated Dnase), capable de fragmenter ’ADN. L’étude du processus d’anoikis a montré que
les intégrines non liées peuvent recruter directement la caspase 8 a la membrane et 'activer
(Stupack et al., 2001). Celle-ci provoque alors la dimérisation des caspases effectrices 7 et 3
conduisant a l'initiation de I'apoptose. Cette cascade d’activation des caspases peut étre
bloguée au niveau de l'activation de la caspase 8 par l'inhibiteur FLIP. Nous testerons
prochainement I'impact de I'expression de Lnk sur I'activation de la caspase 8 et I'expression

de FLIP.

Réle cytoprotecteur de Lnk en xénotransplantation

Au-dela de la protection de I'anoikis, nous avons rapporté que la protéine Lnk possede
des propriétés anti-apoptotiques plus globales. Dans notre étude du transfert du géne Lnk
humain a des PAEC, nous avons choisi d’induire I'apoptose des CE porcines en les activant
par du TNFa en présence d’un inhibiteur de la synthése des ARN, I'actinomycine D.
L’activation de la voie apoptotique du TNFa nécessite l'inhibition de la synthése des
protéines de survie, activée par le facteur de transcription NF kB. La suppression de
I'expression des protéines telles que Al, A20, Bcl2 ou HO-1 induit I'apoptose des CE
(Pohlman et Harlan, 1989). Ce modele bien caractérisé a été utilisé dans de nombreuses
études pour l'identification de molécules anti-apoptotiques (Karsan et al., 1996) (Ferran et
al., 1998) (Brouard et al., 2000). Son utilisation nous a permis de montrer que I'expression
soutenue de Lnk protege les cellules de la mort cellulaire programmeée, phénomeéne attesté
par la diminution de I'activité des caspases 3/7.

Le facteur de transcription NF kB activé par le TNFa, est responsable de I'expression et
de la régulation d’'un panel de genes protecteurs. Nous n’avons pas pu démontrer de
modification par Lnk de I'activation ou de la dégradation de l'inhibiteur spécifique de NF kB,
IkBa (Fitau et al., 2006). De méme, Lnk n’a pas d’effet sur la translocation de la sous-unité

p65 de NF kB du cytoplasme vers le noyau dans les CE traitées par du TNFa (Fitau et al.,



2006). Cependant, ces résultats ne sont pas suffisants pour écarter la possibilité que Lnk
intervienne dans la régulation de NF kB, soit par le contréle de la phosphorylation de sites
importants pour son activité, soit par la régulation nucléaire de ce facteur de transcription.
Par ailleurs, nous avons montré que Lnk est une molécule inductible par le TNFa, il serait
intéressant de définir si cette régulation rapide et transitoire est sous le controle de NF kB.

Nos précédents travaux ont montré que I’activation de la PI3K induite par Lnk conduit
a la surexpression de I'’enzyme NOS3 et de la molécule HO-1 dans les CE humaines (Fitau et
al., 2006). Ces résultats restent a confirmer dans les CE porcines mais se heurtent au
manque de réactif adapté pour le porc. Cependant, les résultats chez I'homme et le porc
étant comparables, nous supposons que les mécanismes mis en jeu sont similaires. Ainsi, les
propriétés anti-apoptotiques et anti-inflammatoires de Lnk pourraient résulter de
I"augmentation de HO-1. En effet, les fonctions anti-inflammatoires de HO-1 dans les CE,
sont corrélées a une diminution de I'expression de VCAM-1 (Soares et al., 2004). De méme,
HO-1 protege les CE de I'apoptose par la production de monoxyde de carbone (Brouard et
al., 2000). Les conséquences fonctionnelles de I'activation de la PI3K, de I'expression de HO-
1 et de I'activation de NOS3 par Lnk, restent a caractériser dans les CE porcines.

Enfin, nous avons réalisé des réactions de PCR quantitative sur carte microfluidique
(TLDA, Applied Biosystems) permettant de quantifier I'expression de 88 genes en paralléle.
Nous avons ainsi comparé |'’expression d’un panel de génes pro- ou anti-apoptotiques dans
des cellules transduites par I'adénovirus codant pour Lnk et des cellules contrbles
transduites par I'adénovirus codant pour la GFP. Seuls les transcrits montrant une régulation
supérieure a 5 fois le taux controle ont été retenus comme génes candidats. Cette technique
a mis en évidence un profil général anti-apoptotique des cellules surexprimant Lnk avec
notamment une induction des transcrits de Bcl2, Bcl-xL et CARD9 (5,1; 13,3 ; 17,7 fois le
contrble, respectivement). Ces résultats doivent cependant étre confirmés par PCR
guantitative classique, puis par Western Blot afin de s’assurer de la corrélation des taux
protéiques. Ces données, si elles étaient confirmées, démontreraient le réle protecteur de
Lnk par l'inhibition de la voie intrinseque de I'apoptose mitochondriale. Ce mécanisme se
traduit par la perte du potentiel transmembranaire mitochondrial, due a I'augmentation de
la perméabilité du pore PT (permeability transition). Ce phénomeéne résulte de la
translocation des molécules pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2, qui s’associent a des

protéines « canaux » constituant le pore PT au sein de la membrane mitochondriale et



permettent ainsi le relargage de nombreuses molécules, dont le cytochrome ¢, Apaf-1 et la
pro-caspase 9 (Luo et al., 1998). L’association de ces trois protéines mene a I'activation de la
caspase 3 (Hu et al., 1999). La voie mitochondriale est régulée par Bcl2, Bcl-xL qui inhibent le
relargage du cytochrome c en interférant avec les molécules pro-apoptotiques de cette
méme famille Bcl2. La protéine CARD9, quant a elle, se lie a Bcl10 et active le facteur de

transcription NF kB (Bertin et al., 2000).

Modulation de I'expression de Lnk dans I'endothélium du greffon : applications en

xénotransplantation

La principale barriere a I'application de la xénotransplantation chez I'homme est
actuellement d’ordre immunologique. La modification de lI'immunogénicité des tissus
porcins par génie génétique est une voie encourageante qui permettrait le remplacement
d’un organe humain déficient par une greffe d’origine animale.

Le contréle de l'inflammation et celui des dysfonctions endothéliales sont des étapes
essentielles a I'amélioration de la survie du greffon en allo et xénotransplantation.
L’activation endothéliale augmente la perméabilité vasculaire et le recrutement des cellules
immunes. L'expression des molécules d’adhésion par les CE, provoquée notamment par les
Iésions de I'endothélium, favorise l'infiltration des leucocytes dans le greffon.

Nos résultats montrent que I'expression soutenue de Lnk dans les CE porcines
diminuent I'expression de VCAM-1 induite par le TNFa. De plus, Lnk prévient I'apoptose des
PAEC soumises a I'anoikis ou a la stimulation par du TNFa en présence d’actinomycine D.
Ainsi, cette protéine adaptatrice, par ses propriétés anti-inflammatoires et anti-
apoptotiques, répond a la définition d’'un gene cytoprotecteur (Bach et al.,, 1997a). Il est
toutefois a noter que les effets protecteurs induits par la surexpression de la protéine Lnk
humaine sont plus modérés chez le porc que chez 'homme. Par exemple, |'expression de
VCAM-1 médiée par le TNFa est moins atténuée par Lnk dans les CE porcines, de méme les
cellules de porc sont plus sensibles a I'apoptose que des cellules humaines surexprimant le
transgeéne. La comparaison des séquences protéiques humaine et porcine de Lnk montre une
homologie de 87%. Si cette protéine est relativement bien conservée entre les deux espéces,

certaines différences entre les séquences sont retrouvées au niveau des domaines PH et



SH2. De par ces changements, il est possible que la protéine Lnk humaine soit moins active
dans les cellules de porc.

Dans de futurs travaux, Lnk pourrait étre surexprimée chez des porcs transgéniques
utilisés comme receveur dans un modele de xénogreffe porc/primate. Au vu de nos
résultats, il serait important de cloner le géne porcin pour éviter les incompatibilités entre
especes. Ces travaux permettraient de tester in vivo I'efficacité des fonctions régulatrices de
Lnk. L'expression de Lnk de porc, ajoutée a d’autres transgénes régulant le complément
humain et prévenant la coagulation, pourrait apporter une prolongation substantielle de la
survie des greffons. Nous souhaitons également produire au laboratoire des rats
transgéniques surexprimant Lnk qui seraient utilisés dans des modeles d’allotransplantation.
Les séquences entre ’hnomme et le rat sont encore plus dissemblables (58% d’homologie),
nous obligeant au préalable a cloner I’ADNc de Lnk du rat.

De méme, Lnk est impliquée dans un grand nombre de mécanismes et de types
cellulaires. Sa surexpression non controlée pourrait s’avérer délétere comme par exemple
dans les plaquettes ou elle risquerait de favoriser la coagulation (Takizawa et al., 2010). ||
semble donc nécessaire de restreindre I'expression de la protéine Lnk a I'endothélium par
I'utilisation d’'un promoteur spécifique des CE tel que celui d’'ICAM-2, de PECAM-1 ou de
I’endogline (Cowan et al., 2003) (Godwin et al., 2006).

Le rejet chronique d’un organe est un phénoméne multifactoriel qui n’est par
conséquent pas le résultat unique de I'activation du systéeme immunitaire. Il apparait donc
important d’étudier le rejet d’organe en considérant I'ensemble de ses mécanismes et ses
effecteurs. Parmi ceux-ci, I'ischémie-reperfusion subie par le greffon est un processus non
immunologique qui participe activement a la reprise retardée de la fonction de l'organe
greffé et sa lente détérioration (Hauet et al., 2001). Les Iésions de I'ischémie-reperfusion
résultent d’'une succession d’évenements qui implique la diminution de la production d’ATP
intracellulaire, I'entrée de calcium, de sodium et d’eau dans les cellules, I'activation des CE
conduisant a l'infiltration de neutrophiles dans les tissus ischémiés (Massberg et Messmer,
1998) (Turer et Hill, 2010). L'apoptose des cellules concourt également a ce phénomeéne
(Yaoita et al., 1998). Dans l'optique de définir I'importance de Lnk en transplantation, il

serait pertinent d’étudier le role possible de Lnk dans le mécanisme d’ischémie-reperfusion.

Le risque sanitaire et les considérations éthiques liés a la xénotransplantation



La xénogreffe permettrait de pallier la pénurie d’organes, a condition de s’assurer
qu’elle est sans risque pour le patient et la société. Une inquiétude au regard du risque
sanitaire en xénotransplantation, est la possibilité de transmission de pathogéenes porcins au
receveur humain et de facon plus large & la communauté. A la différence de
I'allotransplantation, et a condition de maintenir les animaux dans des conditions exemptes
d’organismes pathogenes spécifiques, il est possible d’éviter la transmission de la plupart
des agents infectieux, en particulier le cytomégalovirus (Gollackner et al., 2003). Cependant,
un risque important concerne les virus endogenes intégrés dans le génome porcin : les PERV
(porcin endogenous retrovirus) A, B et C. In vitro, les PERV peuvent infecter de fagon
productive des cellules humaines (Martin et al., 2000). Cependant, plusieurs études menées
chez des patients ayant brievement été en contact avec des tissus porcins n’ont pas montré
de signes d’infection (Levy et al., 2000) (Elliott et al., 2000), ce qui suggere que cette
transmission ne se produit pas in vivo. De plus, une race miniature de porcs générée par
génie génétique, présente la particularité d’étre incapable de transmettre les virus PERV a
des cellules humaines in vitro (Oldmixon et al.,, 2002). Une sélection de I'espéce porcine
pourrait ainsi limiter les risques de transmission virale. Enfin, une étude récente a décrit la
génération de porcs exprimant des siRNA qui suppriment I'expression des ARN des PERV.
Cette approche offrirait I'avantage de cibler les PERV avant toute recombinaison avec un
virus humain pathogene (Ramsoondar et al., 2009).

L’Association Internationale de la Xénotransplantation a publié un ensemble de
principes dans le but de prévenir ces risques infectieux (Sykes et al., 2003). Elle recommande
gu’un essai clinique en xénotransplantation ne soit envisagé que si les résultats précliniques
indiquent une forte probabilité de réussite et de bénéfices pour le receveur. L’exigence
sécuritaire est également une condition a la réalisation de xénogreffes. Ainsi, I'absence de
pouvoir infectieux des tissus porcins doit étre démontrée avant toute greffe chez ’homme.
Enfin, les auteurs souhaitent que dans un futur proche, la xénotransplantation clinique soit
encadrée par les autorités nationales de la santé et encouragent a une harmonisation

internationale des cadres légaux liés a cette pratique.

Importance de la voie Notch dans la dysfonction endothéliale



Alors que I'impact de la voie Notch dans certains aspects de la biologie endothéliale est
aujourd’hui relativement bien établi, son role dans l'inflammation et dans I'activation
endothéliale reste a élucider. A ce jour, plusieurs études ont montré que les récepteurs
Notch sont impliqués dans la différenciation, la prolifération et I'apoptose des CE
(MacKenzie et al., 2004) (Noseda et al., 2004a) (Noseda et al., 2004b). De plus, de
précédents travaux ont rapporté I'impact de facteurs solubles angiogéniques (VEGF, bFGF)
ou de différenciation (TGFB) sur les molécules de la voie Notch dans plusieurs types
cellulaires, suggérant d’'importantes relations entre ces différentes voies (Liu et al., 2003)
(Hiratochi et al., 2007).

Nous avons étudié quels pouvaient étre les effets de médiateurs solubles de
I'inflammation sur le profil d’expression de la voie Notch dans les CE vasculaires. Pour ce
faire, nous avons d’abord analysé I'expression des récepteurs, ligands et génes effecteurs de
Notch en réponse aux cytokines inflammatoires.

Chez les mammiferes, 4 récepteurs Notchl, 2, 3, 4, associés a 5 ligands différents Jagi, 2
et DII1, 3, 4 ont été identifiés. Alors qu’initialement, Notch3 a été décrit comme restreint aux
CML dans les vaisseaux sanguins (Joutel et al., 2000), nous avons détecté la présence de ce
récepteur dans les CE au repos (résultat non montré). Comme décrit précédemment, les CE
quiescentes expriment in vivo et in vitro toutes les molécules de cette voie (Iso et al., 2003a).

Dans une premiere étude, nous avons montré que le TNFa et I'lL1B entrainent une
régulation spécifique de la voie Notch. En effet, dans les CE vasculaires, ces cytokines
induisent une forte modulation du profil d’expression en diminuant I'expression
transcriptionnelle et protéique de Notch4 tout en induisant celle de Notch2. De plus, nous
avons montré que ces régulations dépendent de voies de signalisation distinctes, soit de
I'activation de NF kB pour Notch4 et de la PI3K pour Notch2. De méme, la transcription des
génes effecteurs hesl et hey2 est diminuée alors que celle de heyl est augmentée dans les
CE activées. Ces résultats montrent que ces génes sont sous le contréle de récepteurs Notch
distincts. Ainsi hesl et hey2 seraient des génes cibles de Notch4, et heyl serait
sélectivement induit par Notch2. Cependant, I'activité globale de la voie, attestée par un
systeme rapporteur dépendant de CBF1, est fortement inhibée dans les CE traitées par les
cytokines inflammatoires. Il apparait donc probable que la baisse d’activité de la voie Notch

dans les CE activées soit le résultat de la baisse d’expression de Notch4.



Figure 31. Régulation et fonction de la voie Notch par le TNFa dans les CE



La conséquence fonctionnelle de ces régulations, médiées par le TNFa, est une
diminution de la viabilité cellulaire par I'induction d’'une forte apoptose. La modification de
I'expression de Notch4 ou Notch2 favorise la mort cellulaire. De plus, cet effet pro-
apoptotique est amplifié par les changements concomitants de I'expression de ces deux
récepteurs Notch. Ces résultats montrent qu’une altération du profil d’expression des
récepteurs Notch par les cytokines pro-inflammatoires conduit a une dysfonction vasculaire
caractérisée par I'apoptose des CE.

Dans un deuxiéme temps, nous avons défini plus précisément le réle du récepteur
Notch2 qui reste peu étudié. A I'aide d’un adénovirus codant pour le domaine intracellulaire
actif de Notch2 (N2ICD), nous avons testé la relevance fonctionnelle de la surexpression de
Notch2 dans la dysfonction endothéliale. Nos résultats montrent que I'activité de Notch2
favorise I'apoptose des CE en réprimant la survivine. La survivine est une protéine inhibitrice
de I'apoptose (inhibitor of apoptosis protein, |1AP) qui est surexprimée dans de nombreux
cancers et a été décrite dans les lésions vasculaires (Blanc-Brude et al., 2002). Nous avons
montré que I'expression ectopique de la survivine suffit a prévenir 'apoptose induite par
N2ICD. A linverse, l'inhibition de Notch2 par siRNA est associée a une augmentation
d’expression de la survivine et permet de protéger les CE de I'apoptose par anoikis. Nos
résultats montrent donc bien la relation entre Notch2 et la survivine et I'implication de ce
lien dans le contrdle de I'apoptose.

Lnk et Notch semblent réguler des fonctions cellulaires communes telles que
I'apoptose, la prolifération ou la différenciation cellulaires. De plus, la voie Notch est
impliquée dans le processus d’angiogenése et I'association Notch/DIl4 contrélerait
I’émergence du bourgeonnement vasculaire et I'émission des filopodes par la CE (Suchting et
al.,, 2007). Afin de tester I'existence d’un possible lien entre ces deux protéines, nous
analyserons I'expression de Lnk lorsque la voie Notch est activée et inversement |'activation

de la voie Notch lors de la régulation de I’expression de Lnk.

Conclusion



Ce travail de theése a permis de mettre en évidence les roles multiples de la protéine
Lnk dans la signalisation des CE. La capacité a réguler un grand nombre de fonctions
cellulaires repose sur la nature méme de cette molécule. En tant que protéine adaptatrice,
Lnk ne posséde pas d’activité enzymatique mais controle la formation des complexes
protéiques a l'origine de la transduction des signaux de la membrane jusqu’au noyau des
cellules. Son expression ubiquitaire et ses différents sites d’interaction protéique lui
permettent de réguler indépendamment de nombreuses voies de signalisation. Ainsi, nos
travaux ont montré que Lnk module l'activation endothéliale mais aussi les processus
d’adhésion et de migration des CE. Bien que différents, ces phénomenes biologiques
nécessitent I'implication de voies identiques telles que la PI3K/Akt dont la spécification mais
aussi I'amplification ou l'inhibition s’appuient sur des modulateurs que sont les protéines
adaptatrices.

Au cours de ces trois derniéres années, des travaux importants ont été publiés faisant
état de la relation entre un polymorphisme de Lnk et de nombreuses pathologies immunes
(diabéte, maladie cceliaque, lupus érythémateux systémique) et cardiovasculaires (Cooper et
al., 2009) (Amundsen et al., 2010) (Gateva et al., 2009) (Newton-Cheh et al., 2009). Il est
intéressant de noter que I'endothélium est un acteur majeur de ces pathologies. D’autre
part, il a été montré que Lnk controle le développement des progéniteurs endothéliaux
(Kwon et al., 2009). Ces données confirment le role essentiel de Lnk dans les processus
cellulaires et proposent la régulation de Lnk comme approche thérapeutique (Kamei et al.,
2010). Nos résultats corroborent ces données et montrent que Lnk est un adaptateur clé de
la signalisation endothéliale. De plus, ils suggérent qu’une modulation contrélée dans le
temps et I'espace permettrait de limiter I'activation et I'apoptose des CE. La suite de ce

travail sera de valider ces hypothéses dans des modéles animaux.
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Caractérisation des fonctions régulatrices de la protéine adaptatrice Lnk (SH2B3) dans
I’endothélium vasculaire et application pour la prévention du rejet en xénotransplantation

Afin de développer de nouvelles stratégies de prévention du rejet de greffe, il est important
d’identifier les mécanismes et les effecteurs de I'activation endothéliale. Dans ce but, nous avons
cherché a poursuivre la caractérisation des fonctions de la protéine adaptatrice Lnk (SH2B3) dans la
signalisation des cellules endothéliales (CE) vasculaires.

Nous montrons que I'absence de Lnk inhibe la transduction du signal médié par la B1 intégrine
dans les CE. Au contraire, la surexpression de Lnk entraine une augmentation du nombre des
adhésions focales, qui s’accompagne d’une phosphorylation importante des protéines FAK et
paxilline. D’un point de vue fonctionnel, I'expression soutenue de Lnk favorise I'adhésion et
I’étalement des CE alors que la migration et I'apoptose par anoikis sont diminuées. Nous avons
également identifié I'a-parvine comme étant une cible moléculaire de Lnk et noté que son inhibition
est responsable d’une baisse de la motilité des CE. L'ensemble de ces résultats a mis en évidence
I'implication de Lnk dans les processus cellulaires associés a la signalisation des intégrines.

Par ailleurs, nous avons étudié la possibilité d’une application a la xénotransplantation des
fonctions anti-inflammatoires de Lnk. Nous avons montré que la surexpression de la protéine Lnk
humaine dans des CE porcines, inhibe I'expression de VCAM-1 induite par le TNFa et protege les
cellules de la mort cellulaire par anoikis et de I'apoptose médiée par le TNFa. Ces résultats révelent
le réle de Lnk dans la cytoprotection des CE.

L'ensemble de ces travaux présente de nouvelles fonctions régulatrices pour Lnk et ouvre des
perspectives a la prévention du rejet de xénogreffe.

Mots-clé : Lnk (SH2B3), endothélium, intégrine, parvine, xénotransplantation

Characterization of Lnk (SH2B3) adaptor protein regulating functions in vascular endothelium and
application for preventing graft rejection in xenotransplantation

In order to develop new strategies for preventing graft rejection, it is important to identify
mechanisms and actors of endothelial activation. To this aim, we have characterized Lnk (SH2B3)
protein functions in vascular endothelial cells (EC) signaling.

We showed that Lnk suppression inhibits Bl integrin-mediated signal transduction in EC. By
contrast, Lnk overexpression increases the number of focal adhesions and induces the
phosphorylation of both FAK and paxillin proteins. Functionally, sustained Lnk expression
dramatically increases EC adhesion and spreading, whereas EC migration and apoptosis induced by
anoikis are decreased. Lnk reduces the expression of a-parvine protein that we identified as the
molecular target impairing EC migration. Collectively, our results demonstrate the involvement of the
adaptor Lnk in integrin-mediated signaling and functions.

In addition, we have studied the potential application of anti-inflammatory effects of Lnk to
xenotranplantation. We showed that Lnk overexpression down-regulated VCAM-1 expression
mediated by TNFa and protects cells from death by anoikis and TNFa-mediated apoptosis. These
findings reveal a role for Lnk as a cytoprotective molecule.

All together, this study presents new regulatory functions for Lnk and additional insights in the
prevention of rejection.
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