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Abréviations

PBSc : Phosphate Buffer Saline, tampon phosphate salin complet

HAPEC : Human Appendix Endothelial Cells

HPLNECB3 :Human Peripheral Lymph Nodes Endothelial Cells clone B3
HMLNEC : Human Mesenteric Lymph Nodes Endothelial Cells
HBrMEC : Human Brain Microvascular Endothelial Cells

HSKMEC : Human Skin Microvascular Endothelial Cells
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PKH26-GL : Paul Karl Horan
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I. Introduction



Depuis le début du vingtiéeme siecle, de nombreux scientifiques ont tenté d’élucider les
mécanismes moléculaires controlant les interactions entre les lymphocytes, cellules
circulantes, et les cellules bordant les vaisseaux sanguins, les cellules endothéliales.
L’importance de cette reconnaissance intercellulaire est reconnue aussi bien dans les
phénomeénes physiologiques normaux que pathologiques.

La présence de lymphocytes dans les parois des veinules au sein des tissus lymphoides suscita
les plus grandes interrogations sur les relations entre ces cellules circulantes et les cellules
endothéliales. Les premiers travaux de Gowans en 1959 concernaient I’étude de la
domiciliation des lymphocytes chez le rat (Gowans 1959). Il démontra, en les marquant, que
leur trafic se faisait du sang vers les tissus lymphoides. Il s’agissait de comprendre comment
les lymphocytes pouvaient passer la barriere des cellules endothéliales et pénétrer dans les
tissus. La premiére étape dans la compréhension de ce phénomene consistait a analyser la
morphologie de la paroi des vaisseaux, et plus particulierement des cellules les constituant. Or
des travaux plus anciens apportaient certaines réponses. La premiére analyse morphologique
fut réalisée par Schulze qui conclut a I’existence de canaux a travers la paroi endothéliale
permettant ainsi le passage de macromolécules et de lymphocytes du sang vers les tissus, et
réciproguement. Mais constatant que certains lymphocytes se trouvaient a I’intérieur des
cellules endothéliales, il suggéra I’existence d’une voie intracellulaire (Marchesi et Gowans
1964). Bien qu’il soit maintenant admis que cette voie existe, le passage des lymphocytes
s’effectue principalement entre les cellules endothéliales par démantelement des jonctions
cellulaires. Schoefl publia en 1972 le premier schéma expliquant le passage trans-endothélial
(Schoefl 1972) : modéle simplifié de celui qu’a décrit E.Butcher des années plus tard (Butcher
et al. 1980).

Cellule endothéliale

Lymphocyte

Tissu sous jacent

D’aprés Schoefl, J Exp Med, vol 136 :568-88, 1972



Mais, ce modele ne donnait pas d’indications sur les mécanismes moléculaires de la
reconnaissance, or il semble que ces mécanismes soient les clés de I’adressage des
lymphocytes a des sites précis.

En effet, la migration des lymphocytes dans les tissus ne se fait pas au hasard. Nait alors, la
notion de «homing» des lymphocytes, c'est-a-dire leur domiciliation orientée et non aléatoire,
notion largement décrite plus tard.

La fonction premiere des lymphocytes étant de déclencher la réponse immune, il fut d’abord
admis qu’ils s’arrétaient & I’endroit ou I’antigéne était concentré.

Selon E.Butcher, la domiciliation des lymphocytes n’est pas guidée par la présence de
I’antigéne puisque la migration sélective peut se produire en son absence (Halstead et Hall
1972). De plus, la localisation d’un antigéne n’a pas d’effet sur le « homing » initial de
lymphoblastes B spécifiques de I’antigene (Husband et Gowans 1978).

Il a été démontré que la spécificité provient de sites particuliers au niveau du «haut»
I’endothélium appelés les hautes veinules endothéliales (HEVs pour High Endothelial
Venules), situées dans les organes lymphoides secondaires (Guy-Grand et al. 1978) (Cahill et
al. 1977). Cependant, leur migration a partir du sang n’est pas restreinte aux veinules des
organes lymphoides ou des vaisseaux bordés du haut endothélium. En effet, ils peuvent étre
présents dans la lymphe de tous les organes dans un contexte d’inflammation gréce a des
changements locaux de I’endothélium qui permettent le recrutement de cellules circulantes
(Goldschneider et McGregor 1968; Morris 1968).

Dans les ganglions lymphatiques et les plaques de Peyer, il existe une spécificité dans la
migration des lymphocytes (Butcher et al. 1980). E.Butcher proposa alors un modele de
circulation des lymphocytes en distinguant 3 groupes : les HEVs des plaques de Peyer, des
ganglions mésentériques et des ganglions non mésentériques, qui implique des signaux
d’adressage spécifiques pour chacun de ces organes.

La domiciliation des lymphocytes est un phénoméne complexe étroitement lié aux cellules
endothéliales. Mais quels sont les mécanismes de regulation de cette domiciliation?

Il apparait alors la notion importante de «déterminants» sur les cellules endothéliales et la
présence de récepteurs sur les lymphocytes, leur permettant d’identifier le lieu ou ils doivent
s’arréter (Gallatin et al. 1983). Ces récepteurs sont appelés «récepteurs de homing» (Gallatin
et al. 1986) et leurs ligands «adressines vasculaires» (Berg et al. 1989). Ces déterminants sont
de type lectine c'est-a-dire des glycoprotéines reconnaissant des motifs saccharidiques
(Stoolman et al. 1984; Rosen et Yednock 1986) (Stoolman et al. 1987).
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Parmi les molécules participant aux processus de reconnaissance intercellulaire, de petites
protéines ont été identifiées : les chimiokines (cytokines chimioattractantes).

Ces derniéres ont des roles clé dans la domiciliation des lymphocytes.

En effet, certaines chimiokines sont sélectivement chimioattractantes vis-a-vis de populations
différentes de leucocytes, et d’autres sont exprimées uniquement dans certains tissus (Kunkel
et Butcher 2002) (Campbell et Butcher 2000).

C’est pourquoi dans cette étude, nous avons choisi de nous intéresser aux chimiokines et a
leurs récepteurs afin de comprendre leurs roles dans la spécificité de I’endothélium et dans
I’adressage des cellules circulantes. Dans le but de déchiffrer les mécanismes moléculaires et
cellulaires contrélant la reconnaissance intercellulaire, notre laboratoire a mis au point des
lignées humaines de cellules endothéliales provenant de différents organes. Ces lignées
constituent I’outil de choix pour I’étude de I’hypothése selon laquelle les chimiokines
participent a I’organo-spécificité de I’endothélium.

Nous avons sélectionné 5 lignées endothéliales : 3 provenant d’organes lymphoides
secondaires (modele privilégié pour I’étude de la domiciliation des lymphocytes) et 2 lignees
non lymphoides, servant d’une part de contréle et d’autre part de modele (lignée de cellules
endothéliales de la peau) pour des études appliquées. Nous avons également sélectionné les
chimiokines et leurs récepteurs en fonction de leurs réles essentiels dans les processus de
reconnaissance. Ces choix seront développés plus en détails dans le chapitre Il (Genéralités)
de ce mémoire.

Ce travail s’inscrit a long terme dans un cadre de thérapie cellulaire. En effet, si les
chimiokines peuvent servir de signaux d’adressage pour les cellules circulantes, il pourra étre
envisagé de remplacer un tissu endommageé a un endroit précis par de nouvelles cellules. De
plus, certaines chimiokines étant pro-angiogéniques (favorisant la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins), elles peuvent contribuer a la réparation de tissus lésés. Quant aux
chimiokines anti-angiogéniques, elles peuvent également intervenir dans le cas des

traitements anti-tumoraux.

Grace a ces lignées originales développées au laboratoire, nous avons collaboré avec une
société francaise produisant des molécules actives destinées aux industries cosmétologiques et
pharmacologiques. La société BioEurope du groupe Solabia déeveloppe des principes actifs,
essentiellement de nature polysaccharidique et oligosaccharidique. En effet, certains sucres
tels que le fucose, le rhamnose et le galactose ont un réle important dans les phénomeénes

inflammatoires de la peau et certaines maladies. De plus, comme nous I’avons vu, les sucres
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sont des determinants essentiels dans les phénomeénes de reconnaissance cellulaire (récepteurs
de homing-adressines vasculaires). Nous avons réalisé une étude avec des molécules
potentiellement anti-inflammatoires vis-a-vis des cellules endothéliales de la peau, au niveau
de 3 marqueurs de I’inflammation : le taux d’oxyde nitrique (NO) intracellulaire, le taux
intracellulaire d’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) et la modulation de I’adhésion de
lymphocytes. Puis nous avons testé leur capacité a moduler la formation de pseudo-vaisseaux
in vitro (angiogénese).

Les expériences réalisées in vitro ont permis de sélectionner des molécules aux propriétés

anti-inflammatoires vis-a-vis des cellules endothéliales humaines de la peau.
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IT. Géneralitées
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1 L’endothélium

1.1 Son origine embryonnaire

Les cellules endothéliales et les cellules souches hématopoiétiques dérivent du méme
précurseur embryonnaire : I’hémangioblaste que Sabin décrivait en 1917 (Sabin 1917) comme
un amas de cellules mésodermiques dont les cellules situées a I’intérieur donnaient naissance
aux cellules souches hématopoiétiques tandis que celles situées en périphérie étaient a
I’origine des cellules endothéliales (Murray 1932). Le terme hémangioblaste est maintenant
utilise pour deéfinir une cellule ayant la capacité de donner soit une cellule précurseur de
cellule endothéliale soit une cellule précurseur de cellule hématopoiétique (Dieterlen-Lievre
et Le Douarin 2004). Les cellules souches hématopoiétiques sont a I’origine des lignées
lymphoides et myéloides elles-mémes a I’origine des différentes populations de leucocytes.
Leur origine embryologique commune confere aux cellules hématopoiétiques et endothéliales
des marqueurs de surface communs comme les CDs (Cluster of differentiation) 34, 31, 45, la
VE-cadhérine et le récepteur 2 du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor).

1.2 Les processus de formation de la vasculature: la vasculogénese et

I’angiogénése

La formation du systéme vasculaire est contrélée par deux processus appelés la vasculogénéese
et I’angiogénése.

La vasculogénése est la formation de vaisseaux sanguins a partir de cellules progénitrices de
cellules endothéliales dérivées des hémangioblastes nommés angioblastes (Flamme et al.
1997).

L’ angiogénese est la formation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux pré-existants. Elle
participe au développement du systeme vasculaire et requiert la dégradation par les protéases
de la membrane basale et I’invasion par prolifération, migration et différenciation des cellules
endothéliales dans la matrice extracellulaire (Risau 1997).

Les cellules endothéliales acquierent des propriétés organo-spécifiques révélées par la
présence de marqueurs de surface et/ou par des caractéristiques morphologiques spécifiques
du microenvironnement.

Dans les conditions normales, I’angiogénése est un phénomeéne restrictif a la réparation

cellulaire et a la menstruation. Le processus d’angiogénése dépend de la balance entre des
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facteurs le favorisant (pro-angiogéniques) et ceux I’inhibant (anti-angiogéniques) (Keane et
al. 1998; Moore et al. 1998). Le déreglement de cet equilibre peut étre a I’origine d’une
angiogénése pathologique avec de graves implications dans des maladies telles que le cancer
(Folkman 1995).

Apres I’activation par des facteurs angiogéniques tels que les chimiokines, les cellules
endotheéliales peuvent entrainer une nouvelle angiogénése. En effet, les chimiokines et leurs
récepteurs jouent un réle fondamental dans la régulation de I’angiogénése, particuliérement,
dans les processus pathologiques comme la progression des tumeurs (Frederick et Clayman
2001). Les cellules tumorales produisent des facteurs angiogéniques comme le VEGF (Fidler
et Ellis 1994; Yoshiji et al. 1996), capables d’activer les cellules endothéliales possédant le
récepteur 2 du VEGF (Millauer et al. 1993) provoquant une nouvelle angiogénése favorisant

I’apport d’oxygene et de nutriments a la tumeur contribuant ainsi a sa progression.

1.3 Ses roles

L’endothélium, interface entre le sang et les tissus, filtre et décide du passage des molécules et
des cellules du sang vers les tissus, et inversement. Il intervient dans de nombreux processus
physiologiques tels que I’homéostasie, la croissance vasculaire, le contréle du tonus et la
perméabilité vasculaire. Pour I’immuno-surveillance, il est indispensable que les cellules
puissent circuler et migrer dans les tissus via I’endothélium. Ses propriétés en font un acteur
fondamental du déroulement de pathologies et de I’inflammation (Johnson-Leger et al. 2000).
L’endothélium est constitué de cellules endothéliales aux propriétés différentes selon I’organe

ou le tissu considéré.

1.4 Les hautes cellules endothéliales : HEC (High Endothelial Cells)

Le passage de cellules circulantes s’effectue au niveau de sites spécialisés : les hautes
veinules endothéliales (HEVS) des micro-capillaires. Les HEVs se trouvent dans tous les
organes lymphoides secondaires a I’exception de la rate. Ce type de vaisseaux, grace a un
diamétre luminal de petite taille, possede un flux sanguin réduit et une concentration élevée de
cellules circulantes, ce qui augmente la probabilité de rencontre entre ces dernieres et la paroi
des HEVs tapissée de hautes cellules endothéliales (HEC) (Girard et Springer 1995). Celles-ci
sont un exemple de différenciation des cellules endothéliales et présentent des caractéristiques
morphologiques particulieres qui les distinguent des cellules endothéliales des autres
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vaisseaux tels que les artéres. Cette spécialisation est sous le contr6le du microenvironnement
. cytokines, chimiokines, molécules d’adheésion, forces de flux (Drayson et Ford 1984). Les
HECSs qui bordent les veinules post-capillaires sont cuboides et hautes (10 a 12 um) (Wenk et
al. 1974) (Anderson et al. 1976). Leur ultrastructure est caractérisée par un appareil de Golgi
tres développé, par d’abondants poly-ribosomes et par un réticulum endoplasmique granuleux
traduisant une activité de biosynthese intense, a la différence de I’endothélium plat des autres
vaisseaux (Freemont et Jones 1983. Ces cellules contiennent de nombreuses veésicules, telles
que les granules de Weibel-Palade qui refletent une machinerie sécrétoire importante. Les
HECs forment un pavement régulier le long des veinules post-capillaires. Elles sont reliées
par des jonctions discontinues différentes des jonctions serrées caractérisant les endothéliums
des capillaires et des arteres. Le démantélement des protéines constituant ces jonctions permet
le passage des cellules circulantes. Cette spécialisation est sous le contréle du
microenvironnement : cytokines, chimiokines, molécules d’adhésion, forces de flux
{Drayson, 1984 #49; Drayson et Ford 1984).

Lors de processus inflammatoires, il peut y avoir recrutement de cellules circulantes dans
d’autres organes que les organes lymphoides secondaires. En effet, les cytokines pro-
inflammatoires produites au site d’inflammation, induisent I’expression de molécules
d’adhésion a la surface des cellules endothéliales. Ces dernieres changent de morphologie et
adoptent alors un phénotype de type « HEC » leur permettant de recruter les cellules
circulantes. Ce changement de propriétés des cellules endothéliales est local, temporaire et
dépendant du microenvironnement.

Il est important de déchiffrer les mécanismes moléculaires de la reconnaissance entre les
cellules circulantes et I’endothélium, particulierement dans le cas des cancers, afin de

contréler le passage des métastases dans les tissus voisins.

2 Les mécanismes de reconnaissance cellulaire

Le passage des leucocytes a travers I’endothélium a lieu lors de processus physiologiques
comme I’immunosurveillance, mais aussi, temporairement, au niveau de sites d’inflammation

ou le microenvironnement est modifié. La migration a travers I’endothélium se fait en 4

étapes (Butcher 1991) illustrees dans la figure 1.
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Figure 1 : Recrutement de cellules circulantes

(www.chemocentryx.com/.../science-chemokines.html)

2.1 Le roulement des leucocytes : role des sélectines

La premiére étape de la migration leucocytaire implique un contact initial entre le leucocyte et
la cellule endothéliale. Le roulement du leucocyte le long de la paroi endothéliale sous les
forces du flux sanguin est commandé par les interactions faibles et réversibles entre les
sélectines et leurs ligands glycosyles.

La famille des sélectines comprend trois membres : la L- sélectine (L pour leucocyte), la P-
sélectine (P pour plaquettes) et la E-sélectine (E pour endothéliale).

La L-sélectine est exprimée uniquement sur les leucocytes tandis que les deux autres types, E
et P, sont trouvés au niveau des cellules endothéliales (Ley et Tedder 1995), (Rosen et
Bertozzi 1994).

Les sélectines sont des glycoprotéines transmembranaires de type I, qui reconnaissent des
ligands de type saccharidique et présentent des motifs structuraux communs (figure 2).
Chacune posséde un domaine lectine a I’extrémité amino-terminale (N-terminale) qui
détermine la liaison aux ligands de type saccharidique, ainsi qu’un domaine EGF présentant
de fortes homologies avec I’'EGF (Epidermal Growth Factor). Ces domaines sont suivis

respectivement de 2, 6 ou 9 domaines pour la L-, E- et P-sélectine, présentant des homologies
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de séquence avec les protéines régulatrices du complément et appelés CR pour répétitions
consensus (short Consensus Repeats).

V Domaine lectine
w Domaine de type EGF

I CR (« répétitions consensus »)
L-sélectine

! % m Site de clivage
[ |

Domaine transmembranaire

P-sélectine B Domaine cytosolique
E-sélectine

Cellule endothéliale

Figure 2 : La structure des sélectines

D’apres Vestweber D. and Blanks J.E, Physiological Reviews,1999

Leurs ligands sont glycosyles. La L-sélectine peut se lier a GLYCAM-1, CD34 et MAdCAM-
1. Le ligand principal de la P-sélectine est PSGL-1 (P-Selectin Glycosylated Ligand 1) et
celui de la E-sélectine est ESL-1 (E Selectin Ligand 1) (Vestweber et Blanks 1999) (Tedder et
al. 1995).

Apres cette étape de roulement, les leucocytes peuvent repartir dans la circulation ou adhérer

plus fermement a I’endothélium.
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2.2 L’activation des cellules endothéliales : role des chimiokines

La seconde étape de la migration des leucocytes a travers I’endothélium, implique leur
stimulation par les chimiokines. Celles ci jouent un role crucial dans les réactions immunes et
inflammatoires (Baggiolini 1998) (Hedrick et Zlotnik 1996). De nombreuses chimiokines sont
induites apres activation des cellules, mais certaines sont exprimées dans les tissus de maniere
constitutive.

Les protéoglycanes de la surface cellulaire sont capables de fixer les chimiokines a la surface
des cellules endothéliales pour créer un gradient chimioattractant vis-a-vis des leucocytes
circulants, et les guider ainsi dans leur migration (Tanaka et al. 1993a; Tanaka et al. 1993b).
Les chimiokines agissent a plusieurs niveaux dans la cascade de I’adhésion. Elles activent,
orientent, et provoquent I’adhésion ferme des leucocytes a la surface des cellules
endothéliales en induisant I’expression de molécules d’adhésion telles que les intégrines. Elles
orientent ensuite, la migration des leucocytes a travers I’endothélium, en créant un

environnement chimiotactique dans les tissus sous jacents.

2.3 L’adhésion ferme : r6le des intégrines

La stimulation des leucocytes par la liaison des chimiokines a leurs récepteurs provoque
I’activation des intégrines et augmente ainsi, I’adhésion des leucocytes par liaison aux
molécules de la superfamille des immunoglobulines présentes a la surface de I’endothélium.

Les intégrines sont des protéines hétérodimériques formées par I’association d’une chaine o et
d’une chaine B (Shimizu et al. 1999). La liaison non covalente de ces deux chaines forme un
site de fixation pour un ligand du c6té extracellulaire et un site de liaison pour des protéines
intracellulaires comme celles du cytosquelette (figure 3). Les intégrines sont classées en sous
familles selon le type de sous unité B qu’elles présentent. Les intégrines a4Bl (VLA-4, Very
Late Antigen 4), aLp2 (LFA-1, Lymphocyte Function associated Antigen 1), a4p7 sont les
integrines les plus impliquées dans les interactions leucocytes-cellules endothéliales. Leurs
ligands appartiennent a la superfamille des immunoglobulines, comme ICAM-1 (Intercellular
Cell Adhesion Molecule 1) et VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1). L’intervention
de ces molécules entraine une adhésion ferme qui provoque I’arrét du leucocyte au site désiré

le préparant ainsi a son extravasation.
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Chaine B
Cation divalent

Chaine a Domaines riches en cystéines

Membrane plasmique

Cytosol

Figure 3: La structure des intégrines

(servnt.udi.fmv.ulg.ac.be/.../ Image319.html)

2.4 La diapédese

La diapédese, également appelée extravasation, est le franchissement de I’endothélium par le
leucocyte et constitue I’étape finale de la cascade de la reconnaissance cellulaire. Les
mécanismes moléculaires de ce passage ne sont pas bien connus et il existe plusieurs
hypothéses.

La voie la mieux décrite et la plus reconnue implique les jonctions existantes entre les cellules
endothéliales (Anderson et al. 1993; Beyer 1993). Il existe trois types de jonctions : serrées
«tight junctions», adhérentes «adherens junctions» et communicantes «gap junctions»
formées par un réseau complexe de protéines transmembranaires spécifiques pour chaque type
(Dejana et al. 1995) (Dejana et Del Maschio 1995).

La variation locale de la permeabilité et la production de molécules spécifiques dans le
microenvironnement provoquent le relachement de ces jonctions, permettant ainsi le passage

des molécules et des cellules circulantes.
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Une voie, encore controversée, la transcytose, est le passage d’un p6le a I’autre de la cellule
(Baekkevold et al. 2001). Divers mécanismes sont proposés quant au passage de leucocytes
ou molécules a travers la cellule, parmi eux I’existence de canaux transendothéliaux, ou
encore le systeme d’endocytose dépendant des cavéoles (endocytose dirigée).

Cette migration a travers la barriére endothéliale est toujours guidée par les chimiokines
produites localement. Celles-ci orientent le leucocyte dans le tissu sous jacent, au site

d’inflammation ou de domiciliation.

3 Les chimiokines

3.1 Les chimiokines : une classe particuliere de cytokines

Du grec kutos (cellule), et kinéo (stimuler), les cytokines sont des protéines produites en
général en réponse a un signal activateur assurant la communication entre les différentes
cellules de I’organisme sur le mode autocrine, paracrine et endocrine. Elles exercent leurs
actions sur un nombre élevé de cellules cibles différentes (actions pléiotropiques) en se liant
avec une forte affinité a des récepteurs spécifiques.

Les cytokines provoquent souvent la sécrétion d’autres cytokines par la cellule cible
engendrant souvent une cascade de réponse « cytokines ». Les effets peuvent étre inhibiteurs,
additionnés voire synergiques.

Elles interviennent dans I’infection, I’inflammation, I’immunite, la croissance cellulaire.

Les cytokines peuvent étre regroupées en trois catégories bien que cette classification
n’exclue nullement de larges chevauchements : les cytokines de I’hématopoiese, les cytokines
de la réponse immunitaire et les cytokines de I’inflammation.

Les cytokines de I’hématopoiese sont responsables de la prolifération et la différenciation des
cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse. La réponse immunitaire est
directement sous la dépendance de plusieurs cytokines qui orientent le type de réponse qui
doit étre declenchée a la suite d’une infection (IL-2, IFNy, IL-12). Les cytokines de
I’inflammation sont divisées en deux catégories : les cytokines pro-inflammatoires : IL1 et
TNFa et les cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-10, I1L-13).

Les cytokines interviennent donc dans de nombreux processus physiologiques mais aussi
pathologiques tels que I’infection par le VIH (Alfano et Poli 2005) ou les cancers (Oppenheim

et Fujiwara 1996). L’interferon gamma (IFNy) est depuis longtemps utilisé dans les
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traitements anti-cancéreux . Plus recemment, d’autres cytokines telles que I’IL-21 présentent
également des propriétés anti-tumorales ouvrant la porte a de nouvelles thérapies (Smyth et
al. 2004).

Les cytokines sont également impliquées dans les processus de reconnaissance cellulaire en
modulant I’expression des molécules d’adhésion intervenant dans la cascade (cf.82)
particulierement dans un contexte inflammatoire. En effet, certaines cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNFa ou IL-1 (o et B) modulent I’expression des sélectines et
des intégrines (Meager 1999) et sont particulierement impliquées dans les phénomeénes de
recrutement cellulaire. Ces recrutements cellulaires sont trés sélectifs et dirigés par des
cytokines aux propriétés attractantes que sont les chimiokines.

Les chimiokines sont donc une classe particuliere de cytokines qui regroupent toutes les
cytokines aux propriétés chimioattractantes attirant spécifiguement certaines populations de
cellules circulantes.

Depuis, d’autres fonctions ont été décrites pour ces cytokines particulieres.

3.2 Définition

Les chimiokines sont des protéines essentielles dans les processus de reconnaissance
cellulaire lors de la domiciliation des lymphocytes ou lors de phénomeénes inflammatoires.
Nous avons vu qu’elles interviennent a des étapes clés du processus de migration trans-
endothéliale. Elles orientent les leucocytes en créant un gradient chimioattractant a la surface
des cellules endothéliales. Elles activent les leucocytes en provoquant I’induction de
molécules d’adhésion et I’adhésion ferme. Elles dirigent enfin la migration des cellules a
travers les tissus sous jacents.

Le terme de chimiokines a été proposé en 1992, il combine les propriétés
chimioattractantes et le caractére cytokines de ces petites protéines de masses moléculaires
comprises entre 8 et 12 kDa. Elles présentent des séquences trés conservées suggeérant
I’existence d’un géene ancestral commun. Il existe actuellement quatre classes de chimiokines.
Ce classement est établi sur la base du réarrangement des résidus cystéines (C) conserveés a
I’extrémité N-terminale de la protéine mature (figure 4).

Dans la premiere classe, un acide aminé sépare les deux premieres cystéines conservées. Elle
est appelée classe CXC ou classe alpha. Dans la seconde classe, les deux premiéres cystéines
sont adjacentes et la classe est appelée CC ou classe beta. Dans la troisiéme classe, il manque

le premier et le troisiéme résidu cystéine, la classe est donc appelée C ou classe gamma. Il
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existe une quatrieme classe avec un unique représentant connu a I’heure actuelle

la

fractalkine. Dans ce cas, les deux premieres cystéines sont separées par trois acides amines.

La classe est donc nommée CXXXC ou classe delta. Dans la nouvelle nomenclature, les

chimiokines sont nommées selon la classe a laguelle elle appartiennent ex : CCL1 : CC pour

la classe, L pour ligand, 1 pour I’ordre de découverte. Les récepteurs suivent la méme regle :

ex : CCR1, CC pour la classe, R pour récepteur et 1 pour ordre de découverte.
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Figure 4: Exemples illustrant la structure primaire des 4 familles de chimiokines
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3.3 Structure tridimensionnelle des chimiokines

A
(P >———— [ > (B> o
10 20 30 40 50 60 70 80 90
SDF-1  _—kpvsLsyAep FFESH—VARANVKHLKILN—TPNEA—LQIVARLKNNNRQV | DPKLKWEQEYLEKALN=m e
~ | __ -

Fractalkine  MQHHGVTKENIT KMTSKIPVALL IHYQQNQAS -~ -{8GKRA I I LET-RQHRL F @ADPKEQUVKDANQHLDRQAAAL TRNG === === === ===~

d) Fractalkine

Figure 5 : Comparaison de la structure des quatre classes de chimiokines.
A) Alignement des séquences de SDF-1, RANTES, Lymphotactine et Fractalkine. Les

structures secondaires sont situées en haut de I’alignement : les fleches représentent les brins
du feuillet B et le cylindre I’hélice a. B) Structures tridimensionnelles: a) SDF-1, b)
RANTES, c¢) Lymphotactine (1-73), d) Fractalkine, e) Superposition des structures 3D des 4

chimiokines.

24



Au niveau de leur structure tridimensionnelle, les quatre classes de chimiokines présentent un
repliement commun : un feuillet B & trois brins antiparalleles et une hélice a en position
C-terminale (figure 5). Les différences structurales se situent essentiellement au niveau du
segment N-terminal qui posséde les motifs cystéiniques définissant chaque classe de
chimiokines. Cette région ne présente aucune structure secondaire et est douée d’une
flexibilité importante. De plus, I’analyse des stuctures tridimensionnelles de nombreuses
chimiokines révele la capacité de ces protéines a s’homodimériser voire méme a
s’oligomériser. Cette propriété d’oligomérisation traduit soit un artéfact technologique soit
une réalité biologique.

Une méme chimiokine a pu étre ainsi identifiée a la fois sous forme de monomere ou de
dimere. Par exemple, la structure dimérique de I’interleukine-8 (11-8), représentant historique
de la famille CXC, a été initialement déterminée par RMN (Clore et al. 1990). Puis la méme
équipe, (Baldwin et al. 1991) a identifie, par radiocristallographie, le monomeére de I’11-8. De
méme, SDF-1 a éte initialement identifiée sous forme de monomeére en solution (Crump et al.
1997) puis sous forme de dimere par radiocristallographie (Ohnishi et al. 2000). Récemment
la chimiokine TARC a été trouvée sous forme de dimere mais également d’octameére (Asojo
et al. 2003). Ce phénomeéne d’oligomérisation a été également montré pour la partie soluble
de la fractalkine initialement identifiée sous forme de monomeére (Mizoue et al. 1999) puis
sous forme de tétramere (Hoover et al. 2000).

Ces études structurales permettent d’aprehender le mode de fixation des chimiokines a leurs

récepteurs et aux glycosaminoglycanes de la surface cellulaire (cf. § 3.3.1 et 3.3.2).

3.4 Les possibilités de liaison des chimiokines a la surface des cellules

Les chimiokines peuvent se fixer a la surface cellulaire de 3 manieres connues a ce
jour : par leurs récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G et
responsables de la transduction du signal, par les glycosaminoglycanes constituants des
protéoglycanes de la surface cellulaire et par un récepteur ubiquitaire appelé DARC pour
Duffy Antigen Receptor for Chemokines.
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3.4.1 Les récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux

protéines G hétérodimériques.

L activité des chimiokines s’exerce principalement par liaison a leurs récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G (figure 6). Cette liaison provoque I’activation de
la cellule et la transduction du signal activant les cascades de signalisation intracellulaire
aboutissant a I’expression de certains genes contrélant I’expression de molécules d’adhésion,

la croissance cellulaire, la migration cellulaire, le chimiotactisme.

Figure 6: Structure des récepteurs a 7 domaines transmembranaires. L’extrémité N-

terminale est extracellulaire alors que I’extrémité carboxy-terminale (C-terminale) est
intracellulaire. 11 'y a 3 boucles extracellulaires E1, E2 et E3 et 3 boucles intracellulaires

nommées 11, 12 et I3.

Les chimiokines d’une famille se lient aux récepteurs de la méme famille : une chimiokine
CC se lie a un récepteur CCR (Horuk 2001). La liaison de la chimiokine a son récepteur se
fait par le domaine N-terminal de la protéine avec le domaine N-terminal du récepteur.
D’apres la structure des chimiokines (cf. § 3.2), le domaine N-terminal trés flexible n’est pas
structuré ; il détermine la liaison au récepteur et donc la spécificite.

L’activation d’un récepteur couplé aux protéines G par son ligand entraine un remaniement de
la structure du récepteur qui active alors les protéines G intracellulaires. Celles-ci activent
ensuite les effecteurs intracellulaires tels que la PLC ou PI3K. Les voies de signalisation
déclenchées par la liaison des chimiokines a leurs récepteurs sont complexes et multiples et
permettent d’activer I’expression de génes impliqués dans les processus de chimiotactisme ,

de migration cellulaire, etc.
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3.4.2 Les glycosaminoglycanes (GAGSs) constituant les glycoprotéines de la

matrice extracellulaire

Les protéoglycanes de la matrice extracellulaire sont constitués d’une partie protéique

associée a une ou plusieurs chaines de glycosaminoglycanes (GAGs) attachées de fagon

covalente. Les GAGs sont des polysaccharides linéaires formés de motifs disaccharidiques

répétés, associant un sucre aminé (N-acétyl-glucosamine ou N-acétyl-galactosamine) et un

acide uronique (acide glucuronique ou acide iduronique). Il existe différentes classes de

GAGs présentees dans la figure 7:
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G Acide iduronique (IdoA)

‘ Galactose

Figure 7 : Structure et composition des différentes classes de GAGs

D’aprés « Essentials of glycobiology », édité par Ajit Varki et al., 1999

La liaison des chimiokines avec les GAGs a un réle biologique considérable en protégeant les

chimiokines des dégradations protéolytiques éventuelles, en permettant la formation du

gradient chimiotactique a la surface cellulaire (Patel et al. 2001) et en favorisant leur

présentation a leurs récepteurs. De plus, les GAGs participent a I’organo-spécificité de
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I’endothélium. En effet, ils sont présents a la surface de toutes les cellules mais sont de
composition différente selon I’organe considéré (Kuschert et al. 1999). Par exemple, ils
peuvent posséder des sulfatations différentes selon le tissu et I’environnement contribuant

ainsi a la spécificité des cellules les présentant (Netelenbos et al. 2001).

3.4.3 Un récepteur non spécifique : le DARC (Duffy Antigen Receptor for
Chemokine)

Le Duffy Antigen Receptor for Chemokine (DARC) est un récepteur identifié a
I’origine sur les érythrocytes, permettant I’infection par le Plasmodium vivax (Miller et al.
1975; Horuk et al. 1993a; Chaudhuri et al. 1994).

Le DARC est exprimé de fagon ubiquitaire sur les cellules endothéliales bordant les
veinules post capillaires. Ce récepteur est capable de fixer des chimiokines des familles CXC
et CC sans entrainer de transduction du signal (Horuk et al. 1993b; Neote et al. 1993a). Le
role de ce récepteur dans la biologie des chimiokines est encore mal connu. Il semble qu’il
n’interviendrait pas dans la spécificité de reconnaissance, mais pourrait aider a la présentation

des chimiokines & leurs récepteurs couplés aux protéines G.

4 Les différentes familles de chimiokines

Note : Les chimiokines ecrites en rouge dans les tableaux correspondent aux

chimiokines choisies pour la présente étude.

4.1 La famille CXC ou famille alpha

A I’intérieur de cette classe, les chimiokines sont divisées en deux groupes : I’un possédant la
séquence caractéristique de trois acides aminés : ELR (acide glutamique, leucine, arginine),
I’autre non. Le motif ELR se trouve avant le premier résidu cystéine de I’extrémité N-
terminale. Les chimiokines possédant ce motif, telles que I’interleukine 8, GROa/B/3,
agissent préférentiellement sur les neutrophiles comme chimioattractants et activateurs,
induisant la dégranulation des neutrophiles.

Les chimiokines CXC ne possédant pas le motif ELR, comme IP-10 et SDF-1a., agissent sur

d’autres types cellulaires comme les monocytes, les lymphocytes B et T, les cellules
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dendritiques, les basophiles et les éosinophiles. De plus, il semble que le motif ELR soit
impliqué dans I’angiogénése : les chimiokines possédant ce motif ont une activité favorisant
I’angiogénése (Strieter et al. 1995a; Strieter et al. 1995b). Les chimiokines de cette famille

sont répertoriées ainsi que leurs récepteurs dans le tableau 1.

FAMILLE CXC = alpha
Nomenclature Autres noms Récepteurs
GRO a (Growth Regulated Oncogene) CXCR1
CXCL1
CXCR2
CXCL2 GRO B CXCR2
CXCL3 GROy CXCR2
CXCL4 PF4 : Platelet Factor 4
CXCL5 ENA-78 (Epithelial Neutrophil Chemoattractant) CXCR2
GCP-2 (Granulocyte Chemotactic Peptide) CXCR1
CXCL6
CXCR2
CXCL7 NAP-2 (Neutrophil Activating Peptide) CXCR2
IL8 (Interleukin 8) CXCR1
CXCL8
CXCR2
CXCL9 MIG (Monokine Induced by IFN-y) CXCR3
CXCL10 IP10 (Immune Protein 10) CXCR3
CXCL11 I-TAC (Interferon-Inducible T cell Alpha Chemokine) CXCR3
SDF-1a/B : stromal derived factor 1 CXCR4
CXCL12
PBSF : pre-B cell stimulatory factor
BCA-1 CXCR5
CXCL13 )
BLC (B Lymphocyte Chemokine)/
CXCL14 BRAK (Breast and Kidney expressed Chemokine)
CXCL15 Lungkine
CXCL16 CXCR6

Tableau 1 : Liste des chimiokines et des récepteurs de la famille CXC
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4.2 La famille CC ou famille beta

Les chimiokines de la classe CC agissent préférentiellement sur les monocytes, les

lymphocytes B et T, les cellules dendritiques et les NK (Natural Killer), les basophiles et

éosinophiles, mais elles n’agissent pas sur les neutrophiles. Les chimiokines de cette famille

et leurs récepteurs sont présentés dans le tableau 2.

FAMILLE CC = beta

Nomenclature Autres noms Récepteurs
CCL1 1-309 CCRS8
CCL2 MCP-1 ( Monocyte Chemoattractant Protein 1) CCR2
CCR11
CCL3 MIP-1a (Macrophage Inflammatory Protein-1o.) CCR1
CCR5
CCL4 MIP-13 CCR5
CCL5 RANTES (Regulated and activated T-cell expressed and | CCR1
secreted) CCR3
CCR5
CCL6 C10
CCL7 MCP-3 CCR1
CCR2
CCR3
CCR11
CCL8 MCP-2 CCR3
CCR5
CCR11
CCLY/10 MIP-1y
CCL11 Eotaxin CCR3
CCR11
CCL12 MCP-5 CCR2
CCL13 MCP-4 CCR1
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CCR2

CCR3
CCR11
CCL14 HCC-1 (Hemofiltrate CC Chemokine 1) CCR1
CCR5
CCL15 HCC-2 CCR1
MIP-15 CCR3
CCL16 HCC-4 CCR1
CCR2
CCL17 TARC (Thymus and Activation Regulated Ckemokine) CCR4
CCL18 PARC (Pulmonary and Activation Regulated Ckemokine)
CCL19 ELC (EBI ligand Chemokine) CCR7
MIP-3, exodus-3
CCL20 LARC (Liver and Activation Regulated Ckemokine) CCR6
MIP-3a., exodus-1
CCL21 6Ckine, SLC : secondary Lymphoid chemokine, exodus-2 | CCR7
CCL22 MDC (Macrophage-Derived Chemokine) CCR4
CCL23 MPIF-1 (Myeloid Progenitor Inhibitory Factor 1) CCR1
CCR3
CCL24 Eotaxin 2 CCR3
MPIF-2
CCL25 TECK (Thymus Expressed Chemokine) CCR9
CCL26 Eotaxine 3 CCR3
CCL27 CTACK : Cutaneous T cell-attracting Ckemokine CCR10
ESkine
CCL28 MEC : Mucosae-associated Epithelial Chemokine CCR3
CCR10

Tableau 2 : Liste des chimiokines et des récepteurs de la famille CC
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4.3 La famille C ou famille gamma

Famille C

Nomenclature Autres noms Récepteurs

XCL1 Lymphotactine 1 XCR1

XCL2 Lymphotactine 2 XCR1

Tableau 3 : Les chimiokines et les récepteurs de la famille C

La famille C a un unique représentant : la lymphotactine (Houck et Chang 1977; Kelner et al.
1994). Elle est chimiotactique vis-a-vis des lymphocytes et de NK (Hedrick et al. 1997). Son
récepteur a été identifié par I’équipe de Yoshida en 1998 (Yoshida et al. 1998b) (cf. tableau

3).

4.4 La Famille CX3C ou famille delta

Famille CXXXC
Nomenclature Autres noms Récepteur
CX5CL1 Fractalkine CX3;CR1

Tableau 4 : La famille CX5C et son récepteur CX3;CR1

La fractalkine, unique représentante connue actuellement de cette famille, est chimiotactique
pour les cellules T et les monocytes (cf. tableau 4). Cette chimiokine a une structure
particuliere puisqu’elle existe sous forme soluble comme toutes les autres chimiokines mais
aussi sous forme transmembranaire avec un domaine de type mucine qui lui confere des

propriétés particulieres.
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5 La chimiokine fractalkine (CX3CL1) et son récepteur CX;CR1

5.1 Sa Description

La chimiokine CX3CL1, plus communément appelée la fractalkine, a été identifiée par
bioinformatique (Bazan et al. 1997). La fractalkine posséde un motif cystéine unique dans la
mesure ou les deux premiers résidus cystéines sont séparés par trois autres acides aminés dans
la partie N-terminale de la protéine. Elle constitue le premier membre decouvert de la
quatrieme classe de chimiokines, CXXXC.

Contrairement aux autres chimiokines, la fractalkine est une protéine membranaire de type |
possédant un domaine chimiokine dans la partie N-terminale proche d’un long domaine de
type mucine. Récemment, une autre chimiokine transmembranaire, CXCL16 a été découverte
(Matloubian et al. 2000). Cette chimiokine appartient a la famille CXC.

L’ADNCc de la fractalkine humaine code pour une protéine membranaire de 397 résidus avec
un peptide signal de 24 acides aminés, un domaine chimiokine de 76 acides aminés, une
région intermédiaire de type mucine de 241 acides aminés, un segment transmembranaire de
19 acides aminés et une queue cytoplasmique de 37 acides aminés. La fractalkine peut étre
clivée au niveau du site dibasique pour libérér une glycoprotéine soluble de 95 kDa.

5.2 Ses roles

La fractalkine joue un rdle important dans les interactions entre leucocytes et cellules
endothéliales (Imaizumi et al. 2004). Elle est exprimée préférentiellement dans les tissus de
type muqgueux tels que [Iintestin gréle (Muehlhoefer et al. 2000) et sa forme
transmembranaire est principalement trouvée sur les cellules épithéliales in vivo (Lucas et al.
2001). La fractalkine contribue au recrutement des lymphocytes T dans les tissus lymphoides
et elle participe a un circuit d’amplification de réponse immune de type Thl (Fraticelli et al.
2001).

Sous sa forme transmembranaire, elle provoque I’adhésion de monocytes et de cellules T par
son domaine chimiokine (Fong et al. 1998; Haskell et al. 2000). 1l semble que le domaine de
type mucine de la fractalkine ne soit pas directement impliqué dans I’adhésion mais
contriburait a une meilleure présentation du domaine chimiokine aux cellules circulantes
(Fong et al. 2000). La fractalkine se lie aussi aux cellules NK et sa forme soluble aurait un

role important dans leur activité biologique en augmentant leur activité cytolytique (Yoneda
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et al. 2000; Robinson et al. 2003). Elle est également exprimée au niveau du cerveau ou elle
participe a la coopération entre les neurones et les cellules gliales (Harrison et al. 1998; Hatori
et al. 2002) et dans la peau ou elle est exprimée par les kératinocytes (Sugaya et al. 2003).
Elle pourrait donc servir directement de molécule « signal » pour les cellules endothéliales
dermiques dans la cascade de signalisation cellulaire de la peau.

L’inactivation du géne codant pour la fractalkine (Cook et al. 2001) ne provoque pas de
changement phénotypique significatif (Soriano et al. 2002) et ne permet pas de conclure quant
au role biologique in vivo de la fractalkine. Ceci illustre bien I’un des aspects généraux de la
redondance des molécules biologiques.

5.3 Son récepteur CX3;CR1

La fractalkine agit via son récepteur & 7 domaines transmembranaires couplé aux protéines
G : le CX3CR1, premier récepteur identifié de la famille CX3C (Imai et al. 1997; Combadiere
et al. 1998). Récemment, deux nouvelles isoformes fonctionnelles de CX3CR1 ont éte
découvertes et sont obtenues apres I’épissage alternatif du gene. Ces isoformes different par
leur partie N-terminale plus ou moins longue. Le récepteur CX3CR1 et ses deux nouvelles
isoformes montrent la méme activité en ce qui concerne la liaison a la fractalkine (Garin et al.
2003).

L’inactivation du gene codant pour le récepteur CX3CR1 n’altere pas le phénotype mais
suggere une implication du récepteur dans I’athérosclérose (Lesnik et al. 2003). En effet, la
délétion du géne entraine une réduction du recrutement des macrophages et une réduction de
la lésion athérosclérotique (Jung et al. 2000; Combadiere et al. 2003; Lesnik et al. 2003). Le
CX3CR1 est aussi impliqué dans les rejets de greffes cardiaques, I’absence de CX3;CR1
diminuant I’infiltration des cellules NK sur le site de la greffe et augmentant le temps de
survie du greffon (Haskell et al. 2001).

34



6 La chimiokine 6Ckine (CCL21) et son récepteur CCR7

6.1 Sa description

La 6 Ckine (CCL21) est une chimiokine appartenant a la classe CC. Elle a été récemment
découverte a partir des banques de données EST par trois groupes de recherche différents. La
6Ckine (Hedrick et Zlotnik 1997) aussi appelée SLC pour Secondary Lymphoid Chemokine
(Nagira et al. 1997) ou encore exodus 2 (Hromas et al. 1997), montre 21-33% d’identité avec
les autres chimiokines de type CC.

La 6Ckine doit son nom a la présence des 4 cystéines caractéristiques des chimiokines CC
mais aussi de 2 cystéines additionnelles qui se trouvent a I’intérieur de son domaine C-
terminal. L’ADNc de la 6Ckine humaine code pour une protéine précurseur hautement
basique de 134 acides aminés avec un signal peptidique de 23 acides aminés qui est clivé pour

former la forme mature de la protéine de 111 acides aminés.

6.2 Ses roles

La 6Ckine est constitutivement et fortement exprimée dans les tissus lymphoides tels que les
ganglions lymphatiques, les plaques de Peyer, la rate et I’appendice, surtout au niveau des
hautes cellules endothéliales de ces organes.

Contrairement aux autres chimiokines de la méme famille, la 6Ckine n’est pas chimiotactique
pour les monocytes et les neutrophiles mais attire les lymphocytes T, avec une activité
préférentielle vis-a-vis des lymphocytes T naifs (Gunn et al. 1998). Elle peut également attirer
les lymphocytes B (Nagira et al. 1998). Il a été clairement montré que la 6Ckine et son
récepteur CCR7 sont impliqués dans la domiciliation des lymphocytes T au niveau des hautes
veinules endothéliales des plaques de Peyer, les Ilymphocytes T s’accumulant
préférentiellement dans les zones des plaques de Peyer ou la 6Ckine est fortement exprimée.
Par contre, méme si les lymphocytes B peuvent répondre a la 6Ckine, leur localisation a
I’intérieur des plaques de Peyer ne dépend pas de I’expression de cette chimiokine (Warnock
et al. 2000). Ceci confirme le fait que les mécanismes moléculaires mis en jeu dans la
domiciliation des lymphocytes T et B sont dépendants du microenvironnement.

Des études ont été menées chez des souris présentant une mutation plt (paucity of lymph node
T cells), c'est-a-dire une mutation autosomale entrainant un nombre réduit de cellules T dans

les ganglions lymphatiques, les plaques de Peyer et la pulpe blanche de la rate. Cette mutation
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provoque la perte de I’expression des chimiokines dites lymphoides : 6Ckine et ELC (CCL19)
dans les organes lymphoides secondaires (Gunn et al. 1999). Cela provoque de graves
anomalies de la migration des cellules T naives et des cellules dendritiques dans les zones
cellules T des organes lymphoides suggérant ainsi un défaut de la réponse immune
dépendante des cellules T.

La surexpression de la 6CKkine entraine un manque de chimiotactisme vis-a-vis des cellules T
et des cellules dendritiques ainsi que des anomalies dans I’architecture des ganglions. Ceci
suggere que la régulation du trafic des lymphocytes dans les organes secondaires par la
6Ckine est un processus hautement régulé et dépendant de la concentration locale en
chimiokine. Normalement, le recrutement de cellules T naives se fait dans les organes
lymphoides secondaires, mais les tissus non lymphoides soumis a I’inflammation chronique
peuvent recruter des cellules T naives. Il a été montré que la 6CKkine suffit a attirer les cellules
T naives dans les organes non lymphoides dans un état inflammatoire temporaire (Weninger
et al. 2003).

Cette chimiokine a un réle clé dans la recirculation des lymphocytes dans les organes

lymphoides secondaires.

6.3 Son récepteur CCR7

La 6Ckine se fixe au récepteur de la méme famille : le CCR7 (Schweickart et al. 1994)
(YYoshida et al. 1998a). Elle agit sur le recrutement des lymphocytes T et B via ce récepteur
exprimé sur les deux types cellulaires (Willimann et al. 1998).

La 6Ckine murine peut se lier au récepteur CXCR3 (Soto et al. 1998). C’est la premiere fois
qu’une chimiokine appartenant a la famille CC se lie a un récepteur d’une famille différente.
Or, la 6Ckine humaine n’est pas un ligand pour le CXCR3 humain ou murin (Jenh et al. 1999)
suggeérant que la 6Ckine est une chimiokine ayant une spécificité de I’espece puisqu’il semble
que la 6Ckine murine se lie a CCR7 et CXCR3 alors que la 6Ckine humaine ne se lie qu’a
CCRY7.

L’inactivation du gene codant pour le CCR7 entraine de graves anomalies dans la migration
des lymphocytes et de profondes altérations des organes lymphoides secondaires. La réponse
anticorps est retardée indiquant que le CCR7 est requis pour le bon fonctionnement de la

réponse humorale (Forster et al. 1999).
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7 La chimiokine SDF-1 (CXCL12) et son récepteur CXCR4

7.1 Sa description

N R /4
Les protéines SDF-la. et SDF-1f (stromal cell derived factor 1) sont les premiéres
chimiokines identifiées par clonage a partir d’une lignée de cellules stromales de la moelle
osseuse murine (Tashiro et al. 1993). Ces protéines ont ensuite €té clonées a partir de cellules
stromales humaines et ont été identifiées comme cytokines provoquant la prolifération des
cellules B précurseur dépendantes des cellules stromales. Elles ont donc été appelées
« facteurs stimulant la croissance des cellules B » (PBSF : Pre-B cell growth Stimulating
Factor). Les ADNc codent pour des protéines précurseur de 89 et 93 acides aminés. Les deux
protéines sont codées par un seul gene qui subit un épissage alternatif et ne différent que par
les 4 derniers acides aminés de I’extrémité C terminale, présents chez SDF-1( et absents chez
SDF-1a (Shirozu et al. 1995). D’apres leur séquence en acides aminés, les deux protéines
sont classées comme des chimiokines appartenant a la famille CXC. Une troisieme forme a
été identifiée chez le rat, SDF-1y (Gleichmann et al. 2000). L’ARNmM de SDF-1y est similaire
a celui de SDF-1p avec un exon additionnel inséré prés de la partie C-terminale de la région
codante mais les 4 acides aminés terminaux présents chez SDF-1B sont remplacés par un

segment de 30 acides aminés contenant 17 résidus chargés positivement chez SDF-1y.
7.2 Ses roles

Les cellules B et T naives circulent dans les organes lymphoides secondaires pour étre
activées. Les chimiokines exprimées dans le microenvironnement particulier des tissus
lymphoides secondaires (SDF-1 ou 6Ckine) régulent la migration des cellules naives. Les
lymphocytes effecteurs expriment un éventail différent de récepteurs de chimiokines, ce qui
peut déterminer des profils d’infiltration spécifique des différents types cellulaires (Kim et
Broxmeyer 1999).

La chimiokine SDF-1 au contraire des autres chimiokines de la méme famille, est exprimée
constitutivement dans de nombreux tissus. SDF-1 est un puissant chimioattractant pour les
lymphocytes T et les monocytes mais pas pour les neutrophiles (Bleul et al. 1996b). Elle attire

aussi les cellules progénitrices humaines CD34". Cette chimioattraction pourrait expliquer
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leur recrutement a partir du sang périphérique (Aiuti et al. 1997) car les cellules progénitrices
humaines CD34" expriment le récepteur de SDF-1: CXCR4 (Mohle et al. 1998).

Dans la moelle osseuse, la croissance et la maturation des cellules B progénitrices dépendent
étroitement des cellules stromales qui produisent SDF-1. Cette derniere a été la premiere
chimiokine décrite chimioattractante pour des cellules précurseurs de cellules B dans les
étapes précoces du développement (D'Apuzzo et al. 1997).

Chez le rat, la protéine SDF-1y est exprimée dans le cerveau adulte de rat tandis que la
protéine SDF-1f est exprimée dans le cerveau néonatal et embryonnaire. La fonction de ce

variant est pour I’instant inconnue.

Le manque d’expression du géne codant pour SDF-1 provoque la mort périnatale des
embryons due a un manque dramatique de cellules B progénitrices dans le foie feetal et la
moelle osseuse. Les cellules progénitrices myéloides sont réduites uniquement dans la moelle
osseuse, indiquant que SDF-1 est responsable de la lymphopoiese des cellules B et de la
myelopoiése dans la moelle osseuse. Les embryons présentent aussi une déficience au niveau
des ventricules cardiaques. La chimiokine SDF-1 est donc essentielle pour le développement
viable des embryons (Nagasawa et al. 1996). Les expressions embryogéniques de SDF-1 et de
son récepteur (McGrath et al. 1999) sont détectées a 7.5 jours de gestation et CXCR4 est alors
le récepteur de chimiokine le plus exprimé. Les autres récepteurs testés apparaissent a 12.5
jours. Les genes codant pour SDF-1 et CXCR4 ont des profils d’expressions similaires

pendant I’organogénése.

7.3 Son récepteur CXCR4

Ce récepteur est bien connu et bien décrit comme co-récepteur pour I’entrée du virus VIH-1
dans les cellules (Bleul et al. 1996a) et par conséquent, SDF-1 en se fixant sur son récepteur
constitue un puissant inhibiteur de I’entrée du virus dans la cellule. Un nouveau variant de
CXCR4 a été cloné, il differe dans les 9 premiers acides aminés a I’extrémité N-terminale
(Gupta et Pillarisetti 1999). Le CXCR4 est fortement exprimé sur les lymphocytes T
(Hesselgesser et al. 1998).

La premiére description de CXCR4 au niveau de I’endothélium (Volin et al. 1998) a été
réalisée sur les cellules endothéliales d’aorte bovine (BAEC : Bovine Aortic Endothelial
Cells) et les cellules endothéliales de cordon ombilical (HUVEC : Human Umbilical Venule
Endothelial Cells) (Feil et Augustin 1998).
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L’inactivation du gene codant pour le récepteur CXCR4 provoque I’apparition de défauts
cardiaques et hématopoiétiques, identiques a ceux observés lors de I’inactivation du géne de
son ligand SDF-1 (Zou et al. 1998). L’effet de I’inactivation des genes codant pour CXCR4 et
SDF-1 montre également une vasculature réduite dans le tractus gastro-intestinal des
embryons de souris (Tachibana et al. 1998). Les souris meurent donc in utero par défaut de
développement vasculaire, de cardiogenese et d’hématopoiése. Elles souffrent de plus d’un

développement anormal du cervelet (Ma et al. 1998).

8 La chimiokine RANTES (CCLJ5) et un de ses récepteurs, le CCR5

8.1 Sa description

La protéine résultante d’un géne cloné codant pour une nouvelle chimiokine est exprimée
dans des lignées de cellules T et appelée RANTES pour Regulated on Activated Normal T
cell Expressed and Secreted chemokine (Schall et al. 1988). La protéine précurseur de 10

kDa, apres clivage de son peptide signal, donne une protéine mature de 8 kDa (68 résidus).

8.2 Ses roles

RANTES attire sélectivement les monocytes et les lymphocytes T mémoires. Cette attraction
preférentielle de certaines sous populations de leucocytes peut expliquer partiellement
comment les lymphocytes migrent au niveau de sites spécifiques (Schall et al. 1990).

Les cellules endothéliales de cordon ombilical (HUVEC) produisent RANTES apres
activation par le TNF-a. (Tumor Necrosis Factor -o.) et IFN-y (Interféron-y).

Les lymphocytes Thl et Th2 different dans leurs propriétés intrinséques de migration et dans
leur réponse vis-a-vis des chimiokines. En effet, seuls les lymphocytes Thl répondent a
RANTES, MIP-1a et B (Siveke et Hamann 1998; Ding et al. 2000).

L’inactivation du gene codant pour RANTES prouve que la chimiokine est nécessaire au
développement normal des cellules T et a leur recrutement aux sites d’inflammation (Makino
et al. 2002).
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8.3 Un de ces récepteurs, le CCR5

La chimiokine RANTES peut se lier a trois récepteurs de la méme famille : le CCR1 (Neote et
al. 1993b) le CCR3 (Combadiere et al. 1995) et le CCR5 (Power et al. 1995).

Nous nous sommes intéressés plus particulierement au CCR5, récepteur principal de
RANTES et co-récepteur pour I’entrée du VIH-1 dans les cellules (Lavi et al. 1998; Mack et
al. 2000). Le CCR5 est exprimé aussi bien dans les organes lymphoides comme le thymus et

la rate que dans les leucocytes du sang périphérique comme les macrophages et les cellules T.

9 La CTACK (CCL27) et son récepteur CCR10

9.1 La chimiokine CTACK

En 1999, I’équipe de J.Morales découvre dans la peau, une nouvelle chimiokine et I’appelle
CTACK : Cutaneous T-cell-Attracting Chemokine (CCL27). Cette chimiokine est donc
principalement exprimée dans la peau (épiderme, kératinocytes) et attire sélectivement les
lymphocytes T mémoires (Morales et al. 1999). Elle se lie au récepteur CCR10 (Homey et al.
2000). L’interaction entre la CTACK et le CCR10 régule le recrutement de cellules T lors de
I’inflammation cutanée (Homey et al. 2002). La CTACK est également impliquée dans les
maladies inflammatoires de la peau telles que le psoriasis et la dermatite atopique ou son

expression est augmentée (Kakinuma et al. 2003; Nomura et al. 2003).

9.2 Son récepteur CCR10

Dans la peau, le récepteur CCR10 n’est pas exprimé par les kératinocytes, mais par les
mélanocytes et les fibroblastes dermiques ainsi que par les cellules endothéliales
microvasculaires de la peau, les cellules T et les cellules de Langerhans (Homey et al. 2000).
La chimiokine CTACK étant produite par les kératinocytes, elle peut servir de molécule de

signalisation pour les autres types cellulaires possédant le CCR10.
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10 Les interactions des chimiokines avec les GAGs

Nous avons vu que les activités biologiques des chimiokines sont influencées par leurs
associations avec les GAGs de la surface cellulaire.

D’une part, les chimiokines se protegent d’éventuelles dégradations protéolytiques en se
fixant aux GAGs. D’autre part, les interactions chimiokines/fGAGs favorisent leur
concentration a la surface cellulaire et contribuent donc a I’établissement du gradient
chimiotactique qui attire les leucocytes circulants (Netelenbos et al. 2002). Enfin, cela permet
d’augmenter leur avidité et de favoriser la présentation de la chimiokine a son récepteur.

Le site de fixation aux GAGs est distinct de celui des récepteurs (Amara et al. 1999)
(Proudfoot et al. 2001). La liaison aux GAGs se fait dans la partie C-terminale de la protéine.
Certaines chimiokines telles que RANTES et SDF-1 sont des ligands pour des co-récepteurs
du VIH-1, elles sont donc des inhibiteurs naturels de la liaison du VIH-1 a son co-récepteur.
Par conséquent, I’élaboration d’antagonistes de ces récepteurs constitue une nouvelle stratégie
pour enrayer I’infection (Stojanovic et al. 2002). Il faut connaitre pour cela le mode
d’interaction des ligands avec les récepteurs. Afin d’identifier les régions (résidus) impliquées
dans cette interaction (Nardese et al. 2001), il est nécessaire de déterminer la structure
tridimensionnelle des chimiokines dans le but d’obtenir des antagonistes efficaces (Burns et
al. 1998) (Murakami et al. 1997) (Schols et al. 1997; Burns et al. 1999).

Les interactions GAGs-chimiokines ne se font pas au hasard mais dépendent du type et de la
localisation de I’endothélium. Les héparanes sulfates different au niveau de leur structure et
de leur composition au niveau des domaines sulfatés dans de nombreux tissus et peuvent
contribuer a I’organo-spécificité des tissus. RANTES se lie préférentiellement aux héparines
et héparanes sulfates (Martin et al. 2001).

Cette préférence de RANTES pour certains GAGs peut contribuer a I’organo-spécificité des
tissus les présentant et permet d’orienter préférentiellement certaines populations de cellules
circulantes.

Méme si ces interactions ne sont pas obligatoires pour la liaison des chimiokines a leurs

récepteurs, elles favorisent les effets des chimiokines.
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11 Les implications des chimiokines dans les cancers et diverses pathologies

Le rdéle des chimiokines dans les processus physiologiques a pour conséquence qu’un

déreglement a leur niveau entraine certaines pathologies.

Les récepteurs CXCR4 et CCR5 ainsi que leurs ligands respectifs, SDF-1 et RANTES sont
impliqués dans les maladies dérivées de I’infection par le virus VIH-1 telles que la démence
associee au VIH-1.

Elles sont impliquées dans la biologie des cancers (Opdenakker et Van Damme 2004)
(Opdenakker et al. 2001) soit en participant a la dissémination des cellules cancéreuses
(Muller et al. 2001) soit, au contraire, en ayant des propriétés anti-tumorales (Nomura et
Hasegawa 2000; Sharma et al. 2000; Vicari et al. 2000) (cf. annexe 1).

Certaines chimiokines sont impliquées dans les maladies inflammatoires de la peau telles que
la dermatite atopique (Echigo et al. 2004) et le psoriasis (Raychaudhuri et al. 2001) (Fukuoka
et al. 1998) (Raychaudhuri et al. 1999).

L’ implication des chimiokines dans des pathologies variées illustre leurs roles clés dans les

processus physiologiques.

12 L’organo-spécificité de I’endothélium

C’est de I’étude des phénomenes régissant la reconnaissance cellulaire entre les cellules
endothéliales et les lymphocytes lors de leur domiciliation dans les organes lymphoides
secondaires qu’est née la notion d’organo-spécificité de I’endothélium.

Il est maintenant admis que les cellules B et T naives circulent du sang vers les organes
lymphoides secondaires tels que les ganglions lymphatiques ou les Plaques de Peyer et
retournent dans la circulation sanguine via les vaisseaux lymphatiques dans le but de
rencontrer I’antigene. La collecte de I’antigéne se fait essentiellement au niveau des surfaces
épithéliales, les tissus somatiques et le sang. Lorsque les lymphocytes rencontrent I’antigéne
ils sont activés, proliferent et éventuellement se différentient en lymphocytes T mémoires
connus pour leurs capacités a migrer dans les sites extra lymphoides lors d’une inflammation.
Comme nous I’avons vu, cette circulation ne se fait pas au hasard, elle est dictée par des

molécules spécifiques a la surface des deux partenaires.
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Nous donnons ici quelques exemples de molécules et de chimiokines sélectivement exprimées
dans certains tissus, régissant les mécanismes de recrutement, et qui illustrent I’organo-

spécificité de I’endothélium.

Cette partie est plus amplement développée dans I’article intitulé «Tumor and host
endothelial cell selective interactions and modulation by microenvironmental

chemokines», présenté en annexe 1 de ce manuscrit.

12.1 Les récepteurs de « homing » et les adressines vasculaires

12.1.1 Dans les ganglions lymphatiques : L-sélectine et PNad (Peripheral

Node addressins)

Les cellules naives et mémoires migrent dans les ganglions périphériques. La présence de la
L-sélectine sur les lymphocytes est nécessaire pour cette domiciliation. Comme détaillé dans
le paragraphe 2.1, toutes les sélectines possédent au niveau de leur région N-terminale un
domaine lectine, c’est a dire un domaine de reconnaissance des motifs saccharidiques.

Les ligands glycosylés de la L-sélectine sont exprimés sur les glycoprotéines présentes a la
surface des hautes cellules endothéliales des ganglions lymphatiques périphériques (Warnock
et al. 2000). Ces glycoprotéines possédant les bons motifs saccharidiques sont appellées les
adressines spécifiques des ganglions périphériques (PNad : Peripheral Nodes addressin),
parmi lesquelles se trouvent GLYCAM-1 (Glycosylation-dependent Cell Adhesion Molecule
1) (Lasky et al. 1992) et le CD34 (Cluster of differentiation).

Les PNad peuvent étre induites sur les cellules endothéliales de vaisseaux inflammes qui
peuvent alors recruter des lymphocytes. Ce recrutement extra lymphoide est assuré par la

liaison de la L-sélectine a ces PNad (Michie et al. 1993).

12.1.2 Dans les plaques de Peyer : MadCAM-1 et intégrine a4p7

Les cellules T circulent a travers les hautes cellules endothéliales des plaques de Peyer de
I’intestin et de la lamina propria. Les hautes cellules endothéliales des tissus lymphoides de
type muqueux expriment une molécule appelée MadCAM-1 pour Mucosal addressin Cell
Adhesion Molecule-1 (Briskin et al. 1993). MadCAM-1 appartient a la superfamille des

immunoglobulines et possede des domaines similaires a ceux trouves dans d’autres molecules
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d’adhésion comme ICAM-1 (Intercellular Communication Adhesion Molecule-1) et VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule-1).

MadCAM-1 possede une région qui peut porter des motifs saccharidiques trouvés sur les
adressines spécifiques des ganglions lymphatiques périphériques (PNad) seulement dans les
plaques de Peyer et non dans la lamina propria. MadCAM-1 a donc le potentiel d’interagir
avec des recepteurs multiples a la surface des différentes sous populations de lymphocytes.
L’intégrine a4p7, présente sur les cellules naives et mémoires, est le récepteur majeur de
MadCAM-1. Cette intégrine a été decrite comme un récepteur de « homing » pour les sites
muqueux (Abitorabi et al. 1996) et porte le nom de LPAM pour Lymphocyte Peyer’s Patche
Adhesion Molecule (Hu et al. 1992). Elle est suffisamment exprimée sur les cellules T naives
pour interagir avec MadCAM-1. Elle est fortement exprimée sur les cellules T mémoires
particuliérement celles stimulées dans les intestins (Williams et Butcher 1997). La L-sélectine
est aussi un récepteur pour MadCAM-1 mais ceci est restreint aux plaques de Peyer ou les

cellules endothéliales présentent des motifs saccharidiques de type PNad (Berg et al. 1993).

12.1.3 Dans la peau inflammée : E-sélectine —-CLA

Le trafic spécifique des tissus réalisé par les lymphocytes est surtout étudié au niveau des
organes lymphoides secondaires. Cependant, la peau constitue un site important de
recrutement de lymphocytes et particulierement de cellules T lors de processus
inflammatoires. De nombreuses molécules d’adhésion sont induites au niveau des cellules
endothéliales dermiques et contribuent au recrutement cellulaire. La E-sélectine est impliquée
dans la recirculation des cellules T mémoires spécifiques de la peau. La E sélectine est induite
sur les cellules endothéliales par des médiateurs de I’inflammation comme TNF-o (Tumor
Necrosis Factor-a) et IL-1 (Interleukin-1). Elle a été décrite initialement comme une molécule
provoquant I’adhésion des leucocytes polymorphonucléaires (Bevilacqua et al. 1987). Les
cellules T mémoires se lient fortement a la E-sélectine (Picker et al. 1991). La E-sélectine
reconnait des motifs saccharidiques particuliers exprimés par des glycoprotéines ou des
glycolipides a la surface des cellules T dont ceux présents sur la molécule CLA (Cutaneous
Lymphocyte-associated Antigen). La molécule CLA est préférentiellement exprimée par les
cellules T qui se regroupent au niveau de sites inflammatoires cutanés. Dans le sang
périphérique ou I’appendice, la molécule CLA est présente sur une petite population de

cellules mémoires. Elle est aussi exprimée au niveau de lymphocytes mémoires provenant des
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ganglions lymphatiques périphériques et plus particulierement ceux qui ont drainé des sites

cutanés illustrant la maturation due au microenvironnement.

12.2 Les chimiokines et leurs récepteurs

Certaines chimiokines et leurs récepteurs participent a la sélectivité de la domiciliation des
lymphocytes. En effet, I’expression de certaines chimiokines est restreinte a un type d’organe
et confere une spécificité aux tissus qui les expriment (Campbell et Butcher 2000; Kunkel et
Butcher 2002).

12.2.1 La chimiokine MEC (CCL28) et un de ses récepteurs, le CCR10

La chimiokine MEC pour Mucosae-associated Epithelial Chemokine (CCL28) a un rdle
important dans la domiciliation des lymphocytes dans les organes de type muqueux. Elle est
fortement exprimée au niveau des épithéliums des bronches, du colon, des glandes salivaires
et mammaires, mais aussi, a des taux plus faibles dans I’intestin gréle (Pan et al. 2000).

Elle se fixe au récepteur CCR10 qui est abondamment exprimé dans le colon et I’intestin
gréle.

Bien que la chimiokine MEC soit tres peu exprimée dans la peau, elle est étroitement liée a la
chimiokine CTACK et se lie au méme récepteur CCR10 (Wang et al. 2000). Contrairement a
la CTACK, MEC peut également se lier au récepteur CCR3 trouvé initialement sur les
éosinophiles. C’est pourquoi MEC est chimiotactique pour les éosinophiles en plus des

cellules T mémoires.

12.2.2 La chimiokine CTACK (CCL27) et son récepteur CCR10
Comme nous I’avons vu précédemment (cf. 8 9), la chimiokine CTACK (Cutaneous T Cell
Attracting Chemokine) et son récepteur CCR10 sont impliqués dans la circulation des

lymphocytes dans la peau. La CTACK est exprimée dans les kératinocytes et attire les cellules
T mémoires possédant le CCR10.
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12.2.3 La chimiokine 6Ckine (CCL21) et son récepteur CCR7

La 6Ckine est constitutivement et fortement exprimée dans les tissus lymphoides tels que les
ganglions lymphatiques, les plaques de Peyer, la rate et I’appendice et surtout au niveau des
hautes cellules endothéliales de ces organes. Les roles de la 6CKkine et de son récepteur CCR7
sont bien connus dans la domiciliation des lymphocytes au niveau des organes lymphoides

secondaires et ont été détaillés dans le paragraphe 6.

12.2.4 La chimiokine TARC (CCL17) et son récepteur CCR4

La chimiokine TARC (Thymus Activation Regulated Chemokine) est exprimée au niveau de
I’endothélium cutané. Elle se lie au récepteur CCR4 qui est fortement exprimé sur les cellules
T mémoires de la peau CLA". La chimiokine TARC provoque I’adhésion des lymphocytes
dans les veinules dermiques, plus particulierement lors d’une inflammation (Campbell et al.
1999).

12.2.5 La chimiokine TECK (CCLZ25) et son récepteur CCR9

La chimiokine TECK (Thymus Expressed ChemoKine) attire une sous population de cellules
mémoires CD4" et a4p7" issues de I’intestin, mais pas celles provenant d’autres organes
(Zabel et al. 1999). Le récepteur de TECK, CCR9 est exprimé sur ces cellules CD4" issues de
I’intestin et absent d’autres populations CD4". La chimiokine TECK est exprimée au niveau
de I’intestin gréle, essentiellement par les cellules épithéliales (Wurbel et al. 2000).

13 L’inflammation

Comme nous I’avons évoqué précédemment, la domiciliation des lymphocytes dans les
organes non lymphoides est la réponse nécessaire a un phénomene inflammatoire.

Le microenvironnement inflammatoire provoque un changement local dans le phénotype des
cellules endothéliales qui peuvent alors recruter les cellules circulantes selon des mécanismes
moléculaires complexes.

La recherche de principes actifs dans les maladies inflammatoires et le vieillissement de la
peau sont un enjeu majeur dans les domaines de la dermatologie, la cosmétologie et la

pharmacologie.
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Qu’ils soient issus des techniques de biotechnologie (synthése enzymatique, fermentation,
hydrolyse contr6lée) ou d’extractions végétales, les molécules actives du groupe Solabia sont
destinées plus particulierement a I’industrie cosmétique.

La démonstration des performances cosmétiques s’appuie, entre autres, sur des tests de

validation effectués sur des modeles cellulaires in vitro.
13.1 I'inflammation cutanée
13.1.1 La structure et les fonctions de la peau

La peau est constamment soumise aux agressions extérieures de diverses origines
(bactérienne, lumineuse, chimique, etc.). Les premiers symptémes en réponse a ces agressions

sont bien connus : rougeur, gonflement, chaleur et douleur ; c’est la réaction inflammatoire.
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La peau est constituée de trois tissus (Figure 8).

- I’épiderme, en surface, est un épithélium pavimenteux, stratifié et kératinisé. Son role
principal est de protéger I’organisme des agressions extérieures. Quatre types de cellules se
trouvent dans ce tissu : les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les
cellules de Merckel,

- le derme : il constitue un tissu de soutien et de nutrition pour I’épiderme auquel il est

relié par la jonction dendrodentritique. Il renferme le systéme vasculaire de la peau et de
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nombreuses fibres nerveuses. Les cellules constituant le derme sont majoritairement des
fibroblastes synthétisant les protéines constituant la matrice extracellulaire,

- I’hypoderme : il constitue la partie profonde de la peau. C’est un tissu conjonctif
lache et adipeux ayant un role dans la thermorégulation. Il constitue une réserve d’énergie
gréce aux adipocytes qui stockent les lipides.

La microcirculation cutanée assure la nutrition et I’oxygénation des 3 tissus. Elle
favorise aussi I’élimination des déchets issus du metabolisme des cellules et maintient
I’homéostasie interne. Cette microcirculation est formée d’artérioles qui se terminent en un
réseau de capillaires, niveau d’échanges privilégiés permettant le recrutement de cellules du

systéme immunitaire lors des phénomenes inflammatoires.
13.1.2 La cascade cellulaire de I’'inflammation cutanée

L’inflammation cutanée est un phénomene complexe mettant en jeu des cascades de réactions
biochimiques et physiologiques (figure 9).

Bactéries

Agents chimiques
Pollution
Radicaux libres
Radiations UV

cytokines pro-inflammatoires
®

keratinocyte
®e

Leukotriénes y

PGE2

Cellules endothéliales dermiques activées

Cascade de réponses cellulaires a I’inflammation
(ex : recrutement de leucocytes)

Figure 9 : Modele simplifié de la cascade cellulaire mise en jeu lors de I’inflammation

cutanée
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Lors d’une agression, les premiéres cellules activées sont les keératinocytes, cellules
majoritaires de I’épiderme. En réponse a cette activation, ils sécretent des molécules
participant a la signalisation intra- et intercellulaire : les cytokines pro-inflammatoires et les
médiateurs de I’inflammation tels que les leukotrieénes et les prostaglandines (PGE2). Ces
molécules sont capables d’activer d’autres types cellulaires pour amorcer une coopération
entre les cellules afin de répondre a I’agression. Les cellules endothéliales dermiques activées
par ces signaux, mettent en ceuvre les mécanismes de réponses cellulaires tels que le

recrutement massif de leucocytes au site d’inflammation.

13.2 pourquoi les sucres ?

Les sucres sont essentiels dans les mécanismes de reconnaissance (ex : récepteurs de homing-
adressines vasculaires, GAGSs). En effet, grace aux récepteurs présents sur les lymphocytes,
ceux-ci reconnaissent les motifs de type saccharidique des glycoprotéines présentes a la
surface des cellules endothéliales.

De plus, les GAGs des surfaces cellulaires jouent un réle important dans la biologie des
chimiokines, notamment en favorisant leur présentation a la surface cellulaire dans le but
d’optimiser la liaison au récepteur présent sur I’autre type cellulaire.

Des travaux ont montré le role des sucres tels que le fucose, le galactose et mannose dans
I’inflammation cutanée (Carrino et al. 2000; Isnard et al. 2002). Dans cet esprit, la société

BioEurope développe des principes actifs, poly- et oligosaccharidiques.

BEC 441 est un polysaccharide caractérisé comme « bio-atténuateur de I’inflammation » de
structure ramifiée et riche en rhamnose (50% de la masse totale du polysaccharide). Il a été
obtenu par fermentation bactérienne ; et contient également du galactose et de I’acide
glucuronique.

Ce composé a été testé sur un modele de keratinocytes qui possedent des lectines affines du
rhamnose et du galactose.

Les polysaccharides BEC 441 ont une action anti-inflammatoire : ils diminuent le taux de
prostaglandines PGE2 et ils inhibent I’adhésion de bactéries & la surface de la peau. Ils
réduisent les signaux intervenant dans [I’activation kératinocytaire en se fixant aux
kératinocytes au niveau des lectines spécifiques du rhamnose et galactose. Ils court-circuitent
la cascade de signalisation entre les différents types cellulaires constituant la peau et limitent

ainsi le processus inflammatoire.
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A partir de ces observations, la société BioEurope a développé d’autres polysaccharides ainsi

que leur derives oligosaccharidiques issus d’une hydrolyse contrélée.

13.3 Les molécules de la société BioEurope

On distinguera deux types de polysaccharides: BEC 1645 riches en résidus fucose et galactose
et BEC 1615 constitués majoritairement de résidus fucose et glucose.

Les oligosaccharides dérivés sont obtenus par hydrolyse contrélée des polysaccharides avec
une masse moléculaire moyenne de 15 kDa et 5 kDa.

Nous avons également testé un PCA d’arginine, I’association d’un sel de L-arginine et de
I’acide L-pyrrolidone carboxylique. Le PCA est un agent hydratant de la peau et I’arginine un
acide aminé présent dans la plupart des tissus de I’organisme intervenant dans la synthése de
I’urée, dans la composition des protéines de la peau et dans I’inhibition de la libération de
I’oxyde nitrique (NO).

Les polysaccharides ou oligosaccharides sont utiliseés comme antagonistes des récepteurs de
sucres présents sur les cellules endothéliales. Ils entraineraient ainsi I’inhibition de la cascade
de signalisation intercellulaire bloquant ainsi la réaction inflammatoire et la production de
NO.

13.4 Le stress oxydant : le systeme oxyde nitrique (NO) / oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS)

Le NO intracellulaire est nécessaire pour le maintien du tonus vasculaire mais peut devenir
néfaste a des taux trop élevés (Bruch-Gerharz et al. 1998a; b).

Dans les conditions normales, le NO est essentiellement produit dans les cellules
endothéliales par la NO synthase constitutive : eNOS (endothelial NO Synthase). Cette
production basale de NO est associéee a ses activités régulatrices dans les tissus.

L’activation par des cytokines pro-inflammatoires entraine une augmentation massive de NO
induit par la NOS inductible : iNOS (inducible NO synthase).

Dans notre modeéle, les cellules endothéliales produisent du NO toxique a la suite d’un stress
oxydant provoqué artificiellement par ajout de peroxyde d’hydrogene (H,O>) dans le milieu.
Le taux d’oxyde nitrique dans la cellule dépend de la balance NO/iNOS.

Le vieillissement de la peau est une consequence directe de I’inflammation due a la
production de radicaux libres (ex : ROS) (Jenkins 2002). En effet, les ROS (Reactive Oxygen
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Species) provoquent des dommages aux niveaux des lipides, des protéines et de I’ADN des
cellules et donc influencent la sénescence par I’accumulation de radicaux libres. Le stress
oxydant contribue largement a la sénescence des cellules de la peau par I’accumulation de
dommages oxydants. Ceci est particulierement observe dans des peaux exposées aux agents
environnementaux comme les radiations ultraviolettes (Suschek et al. 2001) et I’ozone
(\Valacchi et al. 2002).

13.5 Notre modele d’inflammation cutanée.

Notre modele consiste a activer in vitro les cellules endothéliales de la peau par ajout de H,0,
dans le milieu de culture. Ce systeme d’activation crée ainsi un stress oxydant important pour
la cellule qui mime un état inflammatoire. Cela va permettre d’étudier I’effet des molécules a
différentes étapes de la réaction inflammatoire selon divers critéres tels que :

- lamodulation du taux de NO intracellulaire

- lamodulation du taux de iNOS intracellulaire

- lamodulation du recrutement des lymphocytes T
Ces trois parameétres nous permettront d’identifier les molécules potentiellement anti-
oxydantes et anti-inflammatoires vis-a-vis des cellules endothéliales humaines de la peau.
D’autre part, le test d’angiogénese in vitro permettra d’évaluer les effets des molécules sur la

formation de pseudo-vaisseaux.
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III.

Les chimiokines et leurs récepteurs :

Leur participation a I'organo-spécificité de I'endothélium
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Cette premiere partie concerne I’étude du role des chimiokines et de leurs récepteurs dans
I’organo-spécificité de I’endothélium.

Les protocoles des expériences menées sont detaillés, puis les résultats obtenus sont analysés
et discutés.
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1. Matériel et méthodes
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1.1 Le phénomene étudié et I’hypothese de travail

Nous avons sélectionné 5 des 11 lignées humaines établies au laboratoire. Ces cellules
endothéliales sont issues de cultures primaires, immortalisées et clonées afin de créer des
lignées stables permettant des études in vitro. Elles ont été caractérisées par les marqueurs
spécifiques de cellules endothéliales tels que le Von Villebrand factor (VWF) et I’ACE
(Angiotensine Converting Enzyme) (Kieda et al. 2002).

A partir de ces lignées, nous étudierons le réle des chimiokines et leurs récepteurs dans

I’organo-spécificité de I’endothélium.

1.2 Le choix des lignées

Les 5 lignées choisies représentent un bon modele pour étudier les mécanismes moléculaires
de la reconnaissance les cellules circulantes et les cellules endothéliales ainsi que les signaux
d’adressages a ces sites spécifiques.
En effet, trois lignées cellulaires proviennent d’organes lymphoides secondaires. Comme nous
I’avons vu, ces organes sont les sites privilégiés de la domiciliation des lymphocytes. Ces 3
lignées sont:

- HAPEC (Human Appendix Endothelial Cells), cellules endothéliales issues
d’appendice humain;

- HPLNECB3 (Human Peripheral Lymph Nodes Endothelial Cells), cellules
endothéliales de ganglions lymphatiques périphériques, clone B3;

- HMLNEC (Human Mesenteric Lymph Nodes Endothelial Cells), cellules de
ganglions meésentériques.
Les deux autres lignées proviennent d’organes non lymphoides :

- HBrMEC (Human Brain Microvascular Endothelial Cells), cellules endothéliales
issues de cerveau humain ;

- HSKMEC (Human Skin Microvascular Endothelial Cells), cellules endothéliales
issues de peau humaine.
Ces deux derniéres lignées ont été choisies pour leur origine embryonnaire commune et leur
différenciation séparée. Il est fondamental d’avoir un outil représentant la biologie particuliére
de la barriere hémato-encéphalée afin d’étudier les signaux d’adressage dans le cerveau ou

I’endothélium est particulier (blood brain barrier : BBB).
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La lignée endothéliale de la peau constitue un modele de choix pour les études appliquées
dans les domaines de la pharmacologie et dermatologie.

Dans le cadre des expériences d’adheésion sur les cellules endothéliales, nous avons utilisé une
lignée de lymphocytes T naifs CD4": CEMT4 qui sont cultivées en suspension. Ces cellules
sont un don du Docteur Olivier de I’Institut Pasteur et sont un modéle de lymphocytes CD4"

activés.

1.3 La culture des lignées endothéliales (cellules adhérentes) et des lymphocytes

CEMT4 (cellules en suspension)

Pour les passages d’entretien, les cellules sont décollées par hydrolyse enzymatique a I’aide
d’une solution de trypsine 0.25%/ EDTA (éthyléne diamine tétra acétate) 1mM, pendant 2
minutes a température ambiante. La réaction enzymatique est stoppée par ajout de milieu
complet. Apres une centrifugation de 5 minutes & 20°C et & 400g, le culot cellulaire est repris
dans du milieu OptiMEM complet (cf. annexe 3). Les cellules sont comptées sur lame de
Mallassez, ensemencées a 2 X 10* cellules par cm? incubées dans une étuve & 37°C, sous
atmosphére humide de 5% CO,/ 95% air pendant 48 heures. Les lymphocytes CEMT4
poussent en suspension dans du milieu OptiMEM complet. lls sont ensemenceés a raison de 1

X 10° lymphocytes par ml de milieu.

1.4 Etude des récepteurs et de la présentation des chimiokines par cytométrie en

flux.

Les conditions expérimentales concernant la détection des récepteurs et des chimiokines en
cytométrie en flux sont détaillées dans I’article intitulé « Original human endothelial cell
lines to illustrate the contribution of chemokines to endothelial cells organospecificity»
soumis au journal « Experimental Cell Research »

Cet article est présenté dans la partie résultats (cf. chap. 111 § 2.1).

1.5 La détection des récepteurs de chimiokines par Western Blot

Les étapes préliminaires de préparation des lysats cellulaires, de dosage de protéines et de

migration-transfert sont décrites dans I’annexe 5.
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La révélation des membranes se fait en plusieurs étapes et débute par une incubation d’1H30
avec I’anticorps primaire a la concentration finale de 50ng/ml de PBSc-Tween20 0,5%.
L’anti-CX3CR1 humain est fait chez le lapin, les autres anticorps primaires (anti-CXCR4,
CCR5 et CCR7 humains) sont faits chez la chévre.

L’incubation est suivie d’une série de lavages avec une solution de PBS-Tween20 0,5%. Les
membranes sont alors incubées en présence des anticorps secondaires couplés a la
phosphatase alcaline pendant 1 heure (anticorps faits chez la chévre dirigés contre les
immunoglobulines de lapin dans le cas de CX3CR1, anticorps faits chez le lapin dirigés contre
les immunoglobulines de chévre dans le cas des trois autres récepteurs). A la fin de cette
incubation, les membranes sont lavées 3 fois avec une solution de PBS-Tween20 0,5%. Elles
sont ensuite révélées par le substrat de la phosphatase alcaline : un mélange NBT (Nitroblue
Tetrazolium) /BCIP (Bromochloroindolylphosphate) permettant une révélation colorimétrique

des différents récepteurs, suivant la réaction :

ol ,:,_
Er f f _
k F'h-:-sphqlqse i :jE

BCIP " Oxydation Précipité bleu

HiC o0 H.C0 H.C0o
V] I M
g Mt ~HH HH
0s NI:: no! M

NBT Formazan : précipité bleu/violet

1.6 Expériences d’adhésion de lymphocytes CEMT4 sur les lignées endothéliales

Les cellules endothéliales sont ensemencées dans de I’OptiMEM complet en plaques de 24
puits & raison de 2 X 10* cellules par cm?®. Aprés 48 heures de culture & 37°C sous atmosphére
humide de 5%CO,/ 95% air, le milieu est remplacé par les solutions de chimiokines

préalablement diluées dans de I’OptiMEM aux concentrations désirées. Les cellules sont
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ensuite incubées pendant 90 minutes ou 5 heures en présence des chimiokines avant
I’expérience d’adhésion.

Des lymphocytes CEMT4, préalablement marqués par le PKH-26GL (cf. annexe 4), sont mis
en présence des cellules endothéliales dans de I’OptiMEM a raison de 5 lymphocytes pour
une cellule endothéliale (conditions mises au point au laboratoire). Aprés 20 minutes
d’incubation a 4°C, les lymphocytes non adhérés aux cellules endothéliales sont éliminés par
trois lavages doux avec une solution de PBS complet (PBSc, cf. annexe 3). Les cellules
restantes sont ensuite décollées a I’aide d’une solution de trypsine/ EDTA pendant 2 minutes
a température ambiante, puis lavées au PBSc-SAB 0.5%. Aprés une centrifugation de 5
minutes a 20°C et a 400g, le culot cellulaire est remis en suspension dans 500ul de PBSc pour
I’analyse au cytomeétre de flux.

Aprés excitation a 488nm, les lymphocytes marqués par le PKH26-GL fluorescent a 560nm.
Ce marquage permet de les séparer par leur fluorescence, des cellules endothéliales non
marquées et d’évaluer ainsi le pourcentage des deux populations. Ceci correspond au taux
d’adhésion, exprimé en nombre de lymphocytes fixés par cellule endothéliale. Chaque

expérience est réalisée a raison de trois puits par molécule et par concentration.

1.7 Test de croissance des cellules endothéliales en présence de chimiokines

Les cellules endothéliales sont ensemenceées sur des plaques de microtitration (96 puits) a la
concentration de 2 X 10* cellules par cm? en présence ou non (contrdle) des chimiokines &
différentes concentrations. Les tests de croissance cellulaire sont réalisés avec une molécule
non toxique, stable et soluble dans le milieu de culture : I’ Alamar Blue™. Le test est basé sur
la détection de I’activité métabolique des cellules: celles-ci incorporent cet indicateur
d’oxydo-réduction qui fluoresce en réponse a une réduction chimique du milieu
proportionnelle & la croissance cellulaire. Pour obtenir une courbe de croissance, les cellules
sont incubées a des temps variables (0, 24, 48 et 72 heures). A la fin de chaque temps, 10ul
d’une solution d’Alamar blue™, dilué au 1/5 dans de I’OptiMEM, sont ajoutés par puits et
sont incubés 3 heures a 37°C sous atmosphere humide de 5%CO,/ 95% air.

Les résultats sont analysés par lecture des plaques au spectrofluorimetre (4 excitation : 560
nm, A émission : 590 nm).

Les résultats sont ensuite analysés en pourcentage de croissance par rapport au témoin sans
chimiokines. Chaque expérience est réalisée a raison de trois puits par concentration et par

chimiokine.
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1.8 Les expériences d’angiogénése in vitro

Les expériences d’angiogéneése in vitro sont réalisées sur des plaques de 24 puits recouvertes
au préalable par une matrice : le matrigel. C’est une préparation de composition proche de la
membrane basale, solubilisée, et extraite a partir d’ascites d’un sarcome de souris, une tumeur
riche en protéines de la matrice extracellulaire telles que la laminine, le collagéne de type 1V,
des protéoglycanes a héparanes sulfates, de I’entactine et du nidogéne. Le matrigel contient
également des facteurs de croissance tels que le TGF-p (Tumor Necrosis Factor B), le FGF
(Fibroblast Growth Factor) et d’autres facteurs naturellement présents dans la tumeur. Les
cellules endothéliales en culture forment naturellement des pseudo-vaisseaux sur cette matrice
a une vitesse dépendante, entre autres, de la composition en protéines du matrigel utiliseé.
Celui-ci, étant preparé a partir d’ascite de tumeurs in vivo, sa composition est variable selon le
lot. Dans notre cas, la concentration en protéines est de 9,4mg/ml.

Le matrigel est liquide & 4°C mais se polymérise trés rapidement quand la température
augmente. Sa manipulation se fait donc sur la glace et le matériel de culture cellulaire utilisé
est placé préalablement & 4°C. Le revétement des puits de 2cm? est réalisé avec 500pl de
matrigel. L excédent est enlevé 10 secondes plus tard, et le revétement des autres puits est
réalisé ainsi de proche en proche (il reste environ 50ul de matrigel par puits). Apres
polymérisation lheure a température ambiante, en conditions stériles sous une hotte a flux
d’air laminaire, les cellules sont ensemencées sur la matrice a raison de 2.5 X 10 cellules par
cm? dans de I’OptiMEM. Aprés leur adhésion sur la matrice, le milieu est remplacé par les
solutions de chimiokines préparées au préalable dans de I’ OptiMEM.

L’expérience consiste a observer au cours du temps, le réarrangement des cellules
endotheéliales et la cinétique de la formation des pseudo-vaisseaux sur la matrice. C’est la
modulation de cette cinétique par les chimiokines (inhibition ou activation du processus) qui
est évaluée par observation des cellules sous microscope inversé (Axiovert 200, Zeiss).
L’analyse se fait par prises de vues a différents temps, comparativement au contréle sans
chimiokine. La morphologie, le réarrangement, la cinétique de la formation de réseaux
cellulaires et de la formation de pseudo-vaisseaux sont ainsi analysés. Ces criteres vont
permettre d’évaluer qualitativement I’effet des chimiokines sur la formation de pseudo-

vaisseaux in vitro.
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1.9 Le ciblage des chimiokines en conditions de flux

Afin de se rapprocher le plus possible des conditions in vivo, les expériences de ciblage sont

réalisées a I’aide de la « station de flux ».

1.9.1 Présentation de I’appareillage
La station de flux (figure 1) est composée :
+ d’un microscope inversé et de fluorescence (Zeiss, Axiovert 200M) (figure 2A) ;
¢ d’un systeme de flux composé d’une chambre de flux CAF10 (Cell Adhesion Flow
chamber, Immunetics, Boston, USA) reliée a un ensemble pompe-seringue (Harvard
apparatus, PHD 2000 Programmable Syringe pump series) qui crée le flux par aspiration et
par I’intermédiaire d’une pompe a vide (figure 2B) ;
¢ d’une chambre de contréle des parametres de I’environnement (température, taux
d’humidité et de CO,) (figure 2A) ;
¢ d’un systeme vidéo (caméra, magnetoscope numériques) et informatique (logiciel
Axiovision 3.0 de Zeiss) afin de permettre I’acquisition et le traitement des données sous

I’application Windows 2000 Pro (figure 1).

Figure 1 : Présentation de la station de flux
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Figure 2: Présentation du microscope et la chambre de contrdle des paramétres (A) et de la
chambre d’adhésion (B)
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1.9.2 Culture des cellules endothéliales pour les conditions de flux

Dans le cadre des expériences en conditions de flux, les cellules endothéliales sont
ensemencées en mono-culture ou co-culture sur des lames en polystyréne pour la culture de
cellules adhérentes. Elles sont ensemencées a raison de 2 X 10* par cm? pour une mono-
culture et de 1 X 10* par cm? et par lignée au sein d’une co-culture.

Au sein d’une co-culture, afin d’identifier chaque lignée cellulaire, une d’entre elles est
préalablement marquée a I’aide d’une sonde fluorescente: le CFDA,SE (5-(6)-
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) (cf. annexe 6). Le CFDA,SE est une
molécule apolaire traversant passivement les membranes cellulaires. A I’intérieur des cellules,
il est converti par les estérases en CFSE anionique capable de se coupler aux fonctions amines

des protéines.

Estérases

intracellulaires ]
[i\—n—,-l- "
CFDA,SE Membrane CFSE
cellulaire

Le CFDA,SE est un mélange d’isoméres (5 et 6) permettant un marquage uniforme de la
cellule, facilitant sa visualisation en microscopie de fluorescence (en vert) aprés excitation a
488nm et émission a 520nm. Ce composé est non toxique, les cellules ainsi marquées peuvent
étre remises en culture durant plusieurs jours. De plus, il se transmet de fagon équivalente aux
deux cellules filles lors des divisions cellulaires, et permet ainsi d’évaluer la croissance des

cellules.
1.9.3 Fixation des chimiokines sur des billes de latex
Pour les expériences de ciblage en conditions de flux, les chimiokines sont préalablement

fixées sur des billes de latex fluorescentes de 2 um (cf. annexe 6).

Ce procédé présente les avantages suivants :
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- il permet d’augmenter I’avidité des chimiokines pour une meilleure affinité avec les
récepteurs présents a la surface cellulaire.

- la fluorescence des billes permet de les identifier sous microscope a fluorescence et
facilite leur dénombrement au sein de co-cultures ou une des lignées de cellules endothéliales
est marquée avec le CFDA,SE.

Nous choisirons des billes fluorescant dans le rouge afin de pouvoir plus facilement les

identifier sur les cellules en co-culture.

1.9.4 Principe, fonctionnement et analyse des résultats

L’expérience consiste a faire passer la suspension de «billes-chimiokines» sur les cellules
endothéliales pendant un temps et a une vitesse de flux déterminés.

Pour générer le flux, la chambre de flux est positionnée sur la lame de cellules endothéliales
en monocouche, maintenue en faisant le vide. L’ensemble est connecté au systeme pompe-
seringue et au réservoir contenant la suspension de billes, le flux de billes est alors généré par
activation de la pompe seringue et par création du vide d’air (figure 2B). Le débit du flux est
controlé afin de ne pas endommager la monocouche de cellules endothéliales de la lame.

Le logiciel d’acquisition d’image Axiovision (Zeiss) permet la prise de photos et I’analyse de
séquences vidéo.

Le dénombrement des «billes-chimiokines» fixées, par rapport a I’adhésion de billes-témoins,
permet d’évaluer la spécificité de liaison des chimiokines en conditions de flux, sur diverses

lignées endothéliales en mono- et co-cultures.
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2 Résultats
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2.1 Les chimiokines et leurs récepteurs participent a I’organo-spécificité de

I’endothélium

Les résultats obtenus en étudiant le réle des quatre récepteurs de chimiokines CX3;CR1,
CXCR4, CCR5 et CCRY7 et de leurs ligands respectifs, fractalkine, SDF-1a,, RANTES et

6Ckine, dans I’organo-spécificité de I’endothélium sont présentés dans I’article intitulé :
«Original human endothelial cell lines to illustrate the contribution of chemokines to

endothelial cells organospecificity», soumis a publication dans le journal “Experimental Cell

Research” et présenté ci-apres.

Résumé des résultats obtenus :

Nos résultats montrent que les 4 récepteurs de chimiokines choisis: CX3CR1, CXCR4, CCR5
et CCRY7, sont exprimeés dans les 5 lignées endothéliales : HAPEC, HPLNECB3, HMLNEC,
HBrMEC et HSKMEC avec des taux d’expression variables.

De plus, leurs ligands respectifs : la fractalkine, SDF-1a,, RANTES et la 6Ckine, sont
capables de se lier a la surface de toutes les lignées endothéliales avec des taux de liaison
variables selon la lignée.

Quant au recrutement des lymphocytes : la fractalkine augmente spécifiquement I’adhésion de
lymphocytes CEMT4 sur les cellules endothéliales issues d’appendice (HAPEC), la 6Ckine
agissant spéecifiquement sur les cellules issues de ganglions périphériques (HPLNECB?3).
Quant a la capacité des chimiokines a moduler la cinétique de formation des pseudo-vaisseaux
in vitro, elle est démontrée ici par la fractalkine. En effet, cette chimiokine utilisée & 10uM et
aprés 5 heures de culture, accélére fortement le processus d’angiogénese des lignées HAPEC
et HSKMEC alors qu’elle n’a pas d’effet sur la lignée HMLNEC.

Ces résultats contribuent a I’illustration du réle des chimiokines et de leurs récepteurs dans
I’organo-spécificité de I’endothélium, puisqu’ils mettent en évidence I’action spécifique de
deux chimiokines vis-a-vis d’une lignée de cellules endothéliales. En effet, la fractalkine agit
spécifiqguement sur le recrutement des lymphocytes T par les cellules endothéliales
d’appendice (HAPEC) et sur leur capacité d’angiogénese in vitro, tandis que la 6Ckine
augmente spécifiqguement le taux d’adhésion sur les cellules endothéliales de ganglions
périphériques (HPLNECB3).
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Abstract

Organ- and tissue-specific endothelial cells (ECs) control leukocyte-recruitment and entry of receptor-targeted
molecules from blood into lymphoid organs or inflammation tissue sites. Chemokines (CKs) activity and
chemokine receptors (CKRs) expression vary according to EC origin. They are a function of the
microenvironment which participates to provide ECs their selectivity. The use of an original cellular model
based on organospecific, immortalized and stabilised EC lines helped to delineate CK organospecificity. Three
EC lines were derived from lymphoid organs that are significant for homing cell selection, and two lines were
derived from non lymphoid tissues. These lines were compared for the presence of CKRs and CK expression
and presentation, as well as for their role in lymphocyte recruitment and activity in angiogenesis.

The results showed that specificity did not correspond to the presence of CKR surface proteins as CKRs
(CX3CR1, CXCR4, CCRS and CCR7) were detectable on all of the EC lines. The lack of correlation between
CKR expression and the corresponding CK binding of fractalkine, SDF-1a, RANTES and 6Ckine, pointed to
the importance of other regulatory pathways. Moreover, we demonstrated for two of these CKs, fractalkine
and 6Ckine, lymphocyte recruitment and angiogenesis were clearly EC line-restricted.

This unique cellular model used in this work evidenced the role of chemokines in conferring organospecificity

and the endothelium potential for site-targeting.

Keywords : chemokine . chemokine receptors. endothelium . adhesion. organo-specificity angiogenesis

Introduction

Responses to tissue damage, infection or
immune reactions require orchestrated molecular
events as a result from a multistep process [1] which
controls the highly specific and regulated leukocyte
recruitment. The activation of ECs upregulates [2] a
number of inducible cell adhesion molecules such as
selectins, and integrins, and soluble factors as
cytokines and CKs. These all contribute to this
chronologically controlled cascade of events [3].

The homing selectivity of invasive cells,
pathological or not, depends on the specificity of the
controlled on the

receptors  expressed and

endothelium by microenvironment. Among the
molecules which confer the endothelium specificity
there are CKs and their receptors which both
participate to the adhesion cascade. It has been

reported that CKs play an important role in making

recognition specific [4]. They have complex
properties such as chemoattractants [5], but also as
adhesion molecules [6], as angiogenic factors [7] and
viral infection-suppressive factors [8]. They are often
stimuli

upregulated by environmental

inflammation,

during

cancer and other pathological
situations. Their activity is described as being
essentially mediated and signalled by their binding to
seven-transmembrane-domain G protein-coupled
receptors [9].

To elucidate the molecular mechanisms
which confer on endothelium its organo-selectivity
and makes the endothelial cells the decision makers
for cell and tissue invasion, we have designed an in
vitro cellular model. We immortalized ECs from
distinct organ- and vessel type- origins and stabilised
their phenotype [10]. To approach the lymphocyte
homing molecular process, the model lines were

made from peripheral lymph nodes (HPLNEC.B3) as
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opposed to mucosal tissue-associated high endothelial
cells (HAPEC.1) and were compared mesenteric
lymph nodes (HMLNEC). These represent the main
secondary lymphoid organs to which lymphocyte
subpopulations are routing and differentially homing
[11]. We compared them to non lymphoid endothelial
cells from skin (HSKMEC) and brain (HBrMEC)
microvasculature  because of their common
embryonic lineage but distinct maturation which
results in distinct biological behaviors.

To test the hypothesis that cell homing
specificity could partly result from CKs if their
expression and action are restricted in an organ-
selective way, we investigated the distribution of
CKRs and the binding of their corresponding CK
ligands.

This study concerns four CKRs (CX3CR1, CXCR4,
CCRS and CCR7) and their respective ligands
(fractalkine, SDF-1a, RANTES and 6Ckine) chosen
because of their implication in lymphocyte homing.
Indeed, it has been reported that fractalkine
(CX3CL1), a transmembrane CK [12], is expressed in
mucosal sites such as the intestine or appendix.
Fractalkine interacts with its receptor, CX3CR1 on
leukocytes to induce firm adhesion [6] [13].

The 6Ckine CK, also called SLC (Secondary
Lymphoid Chemokine), Exodus-2, and
CCL21, is constitutively expressed in the secondary

tissues

lymphoid tissues such as lymph nodes, appendix, and
spleen [14]. It is the functional ligand for CCR7 [15],
a receptor which is highly expressed in various
lymphoid tissues and on blood T and B lymphocytes
[16].

CKRs, such as CXCR4, CCRS5 with their respective
ligands SDF1a and RANTES, which are involved in
various processes such as leukocyte recruitment [17],
intercellular communication in brain and HIV
infection [18].

This paper demonstrates that CKR expression did not
correlate with the level of binding of their respective
ligands. Moreover, we showed that CK action is
endothelial could be
evidenced and measured by their ability to activate

cell origin-selective. This

EC adhesion in a CK selective way. As shown here
by the action of the 6Ckine towards HPLNEC.B3 and
of the fractalkine towards HAPEC.1. While RANTES
displayed a unrelated but specific activity and SDF-
1o, was not involved in adhesion activation at all.

Angiogenesis induced by the CKs activity towards
endothelial cells confirmed the observed selectivity

by which a CK acts in an EC type restricted way. As
an example here, the fractalkine pro-angiogenic
activity is selective for mucosal and skin-derived EC
line.

As such, the behavior of these CKs and their
receptors are consistent with the endothelium organo-
specificity hypothesis [10].

Materials and methods
Endothelial cell lines
The five immortalized endothelial cell lines used in

this study display the endothelial
characteristics, as compared to in vivo endothelium

general

phenotype (the presence of angiotensin converting
enzyme ACE, von Willebrand factor or VE-cadherin)
[10]. Three lines from secondary lymphoid organs
and two lines isolated from non lymphoid tissues
were compared.

The three lines from lymphoid organs are:

HAPEC.1 : Human Appendix Endothelial Cells
HPLNEC.B3 : Human Peripheral Lymph Nodes
Endothelial Cells

HMLNEC
Endothelial Cells and two lines from non-lymphoid

Human Mesenteric Lymph Nodes

organs
and two lines from non lymphoid organs are:
HBrMEC : Human Brain Microvascular Endothelial
Cells

HSKMEC : Human Skin Microvascular Endothelial
Cells

Endothelial cell culture

Cells were cultured in OptiMEM (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) supplemented with 2% fetal bovine
serum (BioWest, AbCys, Paris, France), 40 pg/mL
gentamycin (Invitrogen), and 50 ng/mL fungizone
(Invitrogen). Cells were seeded at 2 X 10* cells/cm?,
48 hours before the experiment. Cells were
maintained at 37°C under a 5% CO,/95% air
atmosphere and after 24 hours, cells were placed in a
serum- and antibiotic-free medium.

Reagents and antibodies
The recombinant human CKs : fractalkine, SDF-1q.,

RANTES and 6Ckine were from R&D systems

(Abingdon, UK). Goat IgG anti-human CK
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polyclonal antibodies, i.e. anti-fractalkine, anti-SDF-
la, anti-RANTES and anti-6Ckine, were from R&D
systems. Secondary antibody was FTC-rabbit IgGs
anti-goat IgGs (Sigma-Aldrich, Saint Quentin
Fallavier, France).

Rabbit polyclonal Igs anti-human CX3CR1 was from
Diego, CA). Mouse IgGs
monoclonal antibodies anti-human CKRs i.e.
CXCR4, CCRS5 were from BD Pharmingen (San

Diego, CA). Mouse monoclonal IgGs anti-human

eBioscience (San

CCR7 was from R&D systems. For flow cytometry
analysis, secondary antibodies were FTC-goat Igs
anti-mouse 1gGs (Sigma-Aldrich) and FTC goat IgGs
anti-rabbit IgGs (Pharmingen). For western blotting
analysis, the secondary antibodies were AP (alkaline
phosphatase) coupled goat Igs anti-mouse IgGs
(Sigma-Aldrich) and AP-goat IgGs anti-rabbit IgGs
(Biorad, Hercules, USA).

Detection of chemokine receptors and chemokines in
endothelial cells

Chemokine receptors detection

About 5 X 10° cells were washed twice with c- PBS
(complete Phosphate Buffered Saline) (1M CaCl2,
0,5M MgCl2)-0.5% BSA (bovine serum albumin)
w/v  (Sigma-Aldrich)-0.1% NaN3 w/v (Merck-
Eurolab, Strasbourg, France). ECs were detached
from 75 cm’ cultured plates by 0.5 mg/mL type-I
collagenase (Invitrogen) in a c-PBS-0.5%BSA (w/v)
solution. After washings with c-PBS, cells were
incubated in the presence of Spg/mL of primary
antibody against human CKRs for 30 minutes at 37°C
and then fixed by a 2% (w/v) PFA
(paraformaldehyde, Merck-Eurolab) solution in c-
PBS for 10 minutes at 37°C. The reaction was
stopped by washings with c-PBS solution and cells
were incubated with 0.2M urea (Merck-Eurolab) in c-
PBS for 10 min at room temperature and washed,
then incubated with FTC-goat Igs anti-mouse IgGs
(20ul of a 1/100 dilution in c-PBS) for 30 minutes at
4°C.

For total cell CKRs detection, cells were
permeabilized with 1% (w/v) PFA-0.2% (w/v)
(Merck-Eurolab) in  ¢-PBS
incubation with primary antibodie., Further washings

saponine before

and incubations were performed in 0.2 % saponine
solution in c-PBS.

Chemokine binding and presentation by endothelial

cells

Cells were prepared as described above for CKRs
detection and then incubated v/v with the studied CK
for 30 minutes at 37°C. Cells were washed and fixed
as described before. Then, cells were incubated with
500ng/mL goat IgGs anti-human CK antibodies for
30 minutes at 37°C. Bound CK detection was
achieved by a third incubation in the presence of
FTC-rabbit IgGs anti-goat IgGs (20ul of 1/200
dilution) for 30 minutes at 4°C.

For total cell CK fixation, cells were permeabilized
with 1% (w/v) PFA-0.2% (w/v) saponine (Merck-
Eurolab) in ¢c-PBS before incubation with the CKs.

Western blotting analyses

Cells were lysed with a 10mM Tris-1% SDS solution
and protein concentration was normalized by
determination of the total protein amount using the
BCA method. Per lane, 25pg of total protein extract
was allowed to migrate in sodium dodecyl sulfate
(SDS-PAGE). After

migration, proteins were blotted to nitrocellulose

10% polyacrylamide gel

membrane by electro-transfer. Proteins were detected
by staining the membrane using specific AP-coupled
antibodies against CKRs followed by colorimetric
detection. Revelation was obtained by addition of the
NBT/BCIP: (Nitroblue
Tetrazolium /Bromochlorylindolophosphate) mixture
(Promega, Madison, USA).

reaction substrate:

Endothelial cell stimulation by chemokines and
adhesion

ECs were seeded in 24-well plates (Falcon, Grenoble,
France) at 2 X 10%cm?. After 48 hours of culture,
ECs were stimulated by increasing concentrations of
CKs (fractalkine, SDF-1a, RANTES and 6Ckine) for
90 minutes up to 5 hours. After stimulation, cells
were washed twice with PBS and incubated (20
minutes at 4°C) with a previously PKH26-labeled
CEMT4 lymphocyte suspension in a ratio of 5
lymphocytes to one EC. After gentle washings to
protect the specifically bound to
endothelial detached by a
trypsin/EDTA solution, washed and analysed by flow

lymphocytes
cells, cells were

cytometry as described below.
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Flow cytometry analyses

The results were analysed by flow cytometry on a
FACS Sort (BD, Sunnyvale, CA, USA). Data were
collected on ten thousand cells (gated by forward and
side scatters). Mean channels of fluorescence
intensity were calculated with the use of CellQuest

software (Becton Dickinson).

For CK fixation and CKR detection, FTC antibodies
(Aex : 488nm, Aem : 520nm) were used to analyse the
results in relative fluorescence intensity rF1.

For adhesion experiments, the ratio of PKH labeled-
CEMT4 and non-labeled endothelial cells was
evaluated after excitation at 488 nm and emission at
560 nm. The results were expressed as the number of
CEMTH4 per 100 ECs.

Angiogenesis : “in vitro™ assay

Angiogenesis was performed on Matrigel ™-coated
24-well plates (BD Biosciences). The matrigel
contains extracellular matrix proteins and growth
factors which enable ECs to spontaneously form
pseudo-vessels. After coating, cells were seeded at 5
X 10*cells per well. Once adhesion on the matrix had
been achieved, cells were incubated in the presence
of CKs dissolved in OptiMEM at recommended
concentrations. The rearrangement of the cells and
pseudo-vessels formation were followed under the
inverted microscope (Axiovert 200, Zeiss). The
qualitative analysis consisted in taking pictures at
several time lapses and to compare them to the
controls performed in the absence of CKs and thus
evaluating their effect on vessel formation.

Results

Endothelial cells express CX3CR1, CXCR4, CCR5
and CCRY7.

CKRs on ECs were detected by specific antibodies on
fixed and permeabilized ECs as shown in Fig.. 1
which shows data from cytochemical labeling and
flow cytometry detection. Results are expressed as
the relative fluorescence intensity calculated from the
difference between sample FI minus the isotypic
control. All four receptors were detected in every EC
line but their expression level varied according to the
EC line origin. Fig. 1 A represents the detection of

CKRs on the cell surface (fixed cells). CX3CR1 was
highly expressed on the three lymphoid organ derived
cells and on skin cells but poorly on brain EC. Fig. 1
B confirms the poor expression of CX3CRI1 in brain
and its high expression on HMLNEC. CXCR4 was
the main receptor detected in large quantities in all
five lines. CCRS is expressed in HPLNEC.B3 where
it is more expressed than in mucosal and mesenteric
ECs. It is poorly expressed in non lymphoid organ
ECs (skin and brain). CCR7 was also expressed in the
five lines but most intensely on the HMLNEC and on
the HSKMEC surface.
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Figure 1. Endothelial chemokine receptors : distinct
expression levels according to the endothelium
origin. (A) cell surface detection of chemokine
receptors on fixed HAPEC.1, HPLNEC.B3,
HMLNEC, HBrMEC and HSKMEC. and (B) detection
of global amount of chemokine receptors after
permeabilization. The results are expressed as the
relative fluorescence intensity (rFl), data are from a
typical experiment in triplicate.

It should be noted that total receptor detection in ECs
(Fig.1B) as obtained after saponine permeabilisation,
indicated that the highest overall expression was
observed for CXCR4 and the expression in the
fiveEC lines appeared significantly more intense
inside the cells than on the surface (from 3 to 10
times).
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Chemokines bind to and are presented by endothelial
cells

In order to establish the link between receptor
expression and the binding capacity of CKs by ECs,
we have studied the CKs corresponding to the
selected receptors, i. e.: fractalkine, SDF-1a, 6Ckine,
RANTES. The ability of CK molecules to bind ECs
was assessed after CKs had been incubated with ECs
as described in materials and methods.
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Figure 2. Chemokine binding varies as a function of
the endothelial cell origin, on fixed cells (A) and in
permeabilized cells (B). Chemokine binding was
detected by their specific antibodies analyzed by flow
cytometry. Results give the relative fluorescence
intensity (rFl)., The data are from a typical
experiment in triplicate.

The data shown in Fig. 2 express the rFI of ECs to

which CKs have been allowed to bind and were then
detected on the cell surface (Fig. 2 A).The five EC
lines bound mainly RANTES and poorly SDF-1a, as
opposed to the distribution expected from the
receptor detection data. Lymphoid organ-derived
cells bound differently the 6Ckine which was mainly
recognized by HPLNEC.B3. While HBrMEC bound
6Ckine efficiently on the cell surface (Fig. 2A),
permeabilized cells (Fig. 2B) displayed high amounts

of the bound cytokine in HPLNEC.B3, HAPEC.1 and
HBrMEC. Fractalkine was mainly evidenced to bind
the brain derived cell surface while it was
preferentially found to bind mucosal and peripheral
lymphoid organ permeabilised ECs. In a general
approach, CK binding was higher in permeabilized
cells than in fixed cells. This was especially true for
fractalkine (Fig 2B) and to a lesser extent, for 6Ckine.
RANTES presented approximately the same binding
level on fixed cells and after cell permeabilization.
SDF-1a bound poorly both to the surface and inside
each EC line tested. Considering the fact that CKs
were able to bind each EC line tested but with distinct
binding profiles, it was not possible to draw any clear
relation between the CKs binding (Fig 2) and the
receptor expression (fig 1), as detected by flow

cytometry.

for chemokine

Molecular weight
Markers
36.4kDa

HPLNECE3
HBrMEG

CX3CR1 (- detected on HPLNEC.B3 and
HBrMEC with specific

CHCR4 antibodies and revealed by PA-
colorimetric  reaction

e 25ug of total protein. A triple
band was revealed around
36.4kD and corresponds to

CCR7 e

chemokine receptor Mr.

Western blotting for chemokine receptors confirms
the CKR presence detected by flow cytometry

We completed these analyses by biochemical
detection of CKRs. The results are illustrated by
HPLNEC.B3 and HBrMEC and presented in the Fig.
3. As demonstrated here with these two lines, the four
CKRs were detected as a triple band close to 36,4
kDa. This triplet can be attributed to the original form
and the truncated forms of the chemokine receptor.
The four receptors were present in the five tested
endothelial cell lines (data not shown) and this
corroborates the results obtained by flow cytometry
analyses.
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Chemokine-mediated  endothelial cell  specific
modulation of CEMT4 adhesion
The biological significance of CK selective

distribution and expression as well as restricted
binding to ECs was assessed by estimation of their
putative effect in the leukocyte to EC adhesion
process. For this assay, ECs were exposed to CKs for
various periods of time and this was followed by an
adhesion test as described under materials and
methods. We analysed the lymphocyte adhesive
behavior towards the three EC lines from lymphoid
tissues: peripheral, mucosal, mesenteric and the two
from non lymphoid organs, brain and skin. The
results are shown in Fig. 4. Upon stimulation by
HAPEC.1 (Fig 4A),
significantly increased adhesion capacity for CEMT4

fractalkine, displayed a
cells. This effect is restricted to fractalkine and is
clearly enhanced by a five-hour stimulation by the
chemokine. Whereas 6Ckine provoked a very small
increase, SDF-1o and RANTES have no effect on the
derived EC line (HAPEC.1). The
lymphocyte recruitment increase was time- and CK

mucosal
concentration-dependent : a maximal effect was
obtained after a S5-hours stimulation with a 0.001
pg/mL fractalkine solution. In Fig.. 4B, HPLNEC.B3
were shown to display a 6Ckine specificity. The
greatest CEMT4 adhesion was obtained after 5 hours
in the presence of 0.4 pg/mL 6Ckine solution.
Although RANTES significantly increased the
CEMT4 90 min., this effect
disappeared 5 hours later. Fractalkine and SDF-1a
had no effect towards PLN derived ECs. In the case
of HMLNEC (Fig 4C), we observed a mixed profile
and a reduced activation effect of CKs as compared

adhesion after

to peripheral lymphoid or mucosal derived ECs.
Indeed, fractalkine, 6Ckine and RANTES were able
to slightly increase the lymphocyte recruitment after a
90-min. incubation with fractalkine (0.02 pg/mL) and
6Ckine (0.1 pg/mL) and, after a 5-hour incubation
with RANTES (0.02 ug/mL).

An opposite effect was observed only with SDF-1a.,
which reduced the adhesion in the three lymphoid cell
lines tested, whatever the concentrations and
incubation times. Interestingly, the EC lines from
brain and skin were not significantly affected by CK
in their lymphocyte binding activity.
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Figure 4. Chemokines selectively regulate

endothelial cells adhesion capacity. Lymphocyte
adhesion on HAPEC1 (A), HPLNEC.B3 (B)
,HMLNEC (C), HBrMEC (D) and HSKMEC (E) was
estimated after stimulation by fractalkine, SDFlg¢,
RANTES and 6Ckine. Endothelial cell adhesion-
capacity towards CEMT4 lymphocytic cells was
quantified by flow cytometry. Data are given as the
number of PKH 26 labelled CEMT4 (FL2) bound per
one endothelial cell. Data are from a typical
experiment conducted in triplicate

As shown in Fig. 4 D, after a 90-minute stimulation
by fractalkine (at 0.001 and 0.004 pg/mL) and
RANTES (at 0.02 pg/mL) a decrease in the adhesion
capacity could be observed for HBrMEC. No
significant effect was seen for the other CKs except
SDF-1ae (5 hours incubation, 0.009 pg/mL) and
RANTES (0.01 pg/mL) in which case a small
increase in the adhesion level was observed.

Similarly, HSKMEC (Fig. 4E), submitted to a 90
minute stimulation by fractalkine (at 0.001 and 0.004
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pg/mL), displayed a weak decrease in adhesion after
treatment as observed above with HBrMEC. An
increase was noticed with SDF-1a (at 0.003 and
0.006 pg/mL) and RANTES (at the three tested
concentrations) but no significant effect with 6Ckine.
After, 5 hours of stimulation, there was no significant
effect of CKs except a 6Ckine induced increase in the
adhesion level.

Fractalkine specifically modulates angiogenesis in
vitro

We have realized a series

experiments conducted to detect the possible pro or

of angiogenesis

anti angiogenic properties of CK as a function of the
CK type as well as the EC type and origin. The
results are illustrated here by fractalkine and its effect
on the kinetics of endothelial cell angiogenesis (Fig.
5).

Compared to the control on matrigel without
chemokine, the presence of fractalkine at 10pM
(85pg/ml) significantly favoured the formation of
pseudo-vessels for HAPEC.1 and HSKMEC whereas
there is no significant effect on HMLNEC.
Fractalkine had no effect on HPLNEC.B3 but can
weakly accelerate the rearrangement of HBrMEC
(data not shown).

Figure 5 Fractalkine acts specifically on

Plastic control Matrigel control

Fractalkine 10pM

angiogenesis of HAPEC.1 and HSKMEC. After 5
hours in the presence of fractalkine at 10pM, the
rearrangement of cells and formation of pseudo-
vessels of HAPEC.1 (A), HMLNEC (B) and HSKMEC
(C) were followed and compared to the control
without chemokine.

Discussion

This work confirms that both the expression
of CKRs and the binding and activities of CKs to
ECs, provide new insights to explain endothelium
organospecificity and cell homing specificity and
may contribute to  endothelium-based cell
immunotherapy [19].

Flow cytometry experiments to detect CKRs
showed that the presence or absence of CKRs on ECs
cannot directly explain this specificity. Indeed, the
CKRs investigated in this study were expressed in all
EC lines even though the expression levels differed
according to endothelium origin. The presence of the
receptors in all endothelial cell lines was confirmed
by western blotting analyses. CKs are able to
dimerize in order to bind both EC and leukocyte
CKRs [20]. Consequently, their receptor, in addition
to signal transduction, can serve as a means to
present the CK active site to other cell surface
receptors. Here, we observed that the measured
amounts of bound CKs did not correlate with the
level of expression of their corresponding receptors
(for example, SDF-1a was poorly bound and CXCR4
was highly expressed). This rules out the dimerization
mechanism for SDF-1a. to be a binder to both EC and
leukocytes. It suggests that, while CK receptors could
represent the signal transduction pathway, they might
not be the only means for CK presentation. Such a
lack of correlation between receptors expression and
CKs binding activity to EC lines was also observed
for the fractalkine and CX3CR1, RANTES and the
CCR5 as 6Ckine and CCR7. This,
consequently, suggests the role of

well as

glycosaminoglycans (GAGs) in the presentation and
action of CKs, which is under active investigation for
its high significance during invasive processes. As
cited above, the biological activity of CKs is
mediated via seven transmembrane receptors
(coupled to G-proteins) on ECs and other cell types
(like leukocytes) but their activity is also influenced
by their association with GAGs [21]. Indeed, GAGs
are components of the extracellular matrix and cell
surfaces. They can act as an antenna to concentrate
the CKs close to the receptor,thus participating in the
formation of the cell surface chemotactic gradient.
Moreover, GAGs help to present CKs to specific cell
surface receptors and permit their protection from
proteolytic degradation [22]. As it has been shown

that the composition of cell surface GAGs depends on
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the location and the type of endothelium, GAGs may
contribute to the selectivity of leukocyte recruitment
by controlling the type of CK which are able to bind
on specific GAGs and as such participate in the
selectivity of the microenvironment in organospecific
in the biological CK
activities must be investigated.

endothelium. Their role

The chemokine stimulation data partially
validated  the
hypothesis because it stimulated both a chemokine-
More
precisely, 6Ckine specifically acted on peripheral
lymph node EC (HPLNEC.B3) to increase the
adhesion capacity towards CEMT4 lymphocytes ;

endothelium  organospecificity

and endothelial cell-specific response.

fractalkine specifically acted on mucosal endothelial
cells — HAPEC.1 — to produce a similar effect
towards CEMT4 lymphocyte recruitment. HMLNEC,
as the representative EC line for mesenteric lymph
nodes, showed an intermediate response to both
fractalkine and 6Ckine while RANTES acted on both
the peripheral node- and mesenteric node-derived EC.
The two non lymphoid organ-derived lines, HSKMEC
and HBrMEC, did not display any specificity for
CKs. Indeed, the extent of the CK effect observed on
these endothelial cells is negligible compared to the
high effect of the same CKs on lymphoid-derived
endothelial cells.

In terms of angiogenesis, it seems that
chemokines are able to accelerate the kinetics of the
pseudo-vessels formation on specific endothelial cell
lines. This is illustrated here by the specific action of
fractalkine on HAPEC.1 and HSKMEC which clearly
favour angiogenesis in this in vitro assay. Fractalkine
is expressed in mucosal sites but its presence has
been detected in brain [23]and skin [24] where it can
act as a signal molecule in intercellular
communication within these organs.

These

mechanisms for CKs action. They could induce

results suggest various possible
adhesion molecules expression [25] or CKRs as well
as de novo CK secretion by endothelial cells [26].
Moreover the CKs used in the assays could work as
adhesion molecules by themselves (i.e fractalkine for
example [27]). While fractalkine, RANTES and
6Ckine clearly increased the adhesion activity of
distinct EC, the SDFla was only able to lower it.
These various possibilities for CK binding and
presentation suggest that CKs play a crucial role in
the recognition of circulating cells by ECs. Although
the chronological sequence of events is not yet

established, we know that EC activation by CEMT4
stimulate CKs
themselves, nor CKR expression (data not shown).

lymphocyte adhesion did not

CKs and their receptors may act in early steps of the
recognition process or control early adhesion signals
[28]. Further work will contribute to defining the
molecular cascade of events which intervene in the
cell recognition process to approach the actors of the
specificity and help define site-targeted therapies.
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2.2 Présentation des résultats complémentaires et non présentés dans I’article

2.2.1 La détection des récepteurs de chimiokines par Western blot

Les 4 récepteurs de chimiokines ont été détectés par Western Blot dans les 5 lignées de

cellules endothéliales.

Marqueurs de masses
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Figure 3 : Détection des récepteurs de chimiokines par western blot

La présence de récepteurs de chimiokines dans les 5 lignées étudiées (figure 3) confirme les
résultats obtenus par cytométrie de flux. Les récepteurs de chimiokines ont une masse
moléculaire d‘environ 40 kDa. Ici, on détecte un triplet de masse moléculaire proche de 36.4
kDa. Une des trois bandes observées peut correspondre a la forme originale, les deux autres
bandes peuvent étre des formes tronquées du récepteur.

Les détections par western blot valident de facon qualitative la présence des récepteurs dans
toutes les lignées bien que les niveaux d’expression ne correlent pas avec ceux détectés par les
expériences de cytométrie. En effet, les intensités des bandes observees pour les lignées
HAPEC et HMLNEC sont faibles par rapport aux taux d’expression observés en cytométrie
de flux. Dans d’autres expériences, nous avons détecté dans ces deux lignées la présence de

ces récepteurs a des taux corrélant avec ceux observes en cytométrie. Cela est probablement
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dépendant, entre autres, de I’état de la cellule endothéliale (activée ou non) et du nombre de

passages effectués.

2.2.2 Action des chimiokines sur la croissance des cellules endothéliales

humaines

A I’aide du marqueur Alamar blue™, nous avons observé les effets des chimiokines sur la

croissance des cellules endothéliales durant 72 heures.

Les résultats sont présentés dans la figure 4 et sont exprimés en pourcentage de croissance

cellulaire par rapport aux cellules témoins cultivées sans chimiokine.
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Figure 4 : modulation de la croissance des 5 lignées de cellules endothéliales par la 6Ckine

(A), la fractalkine (B), SDF-1a. (C) et RANTES (D) en fonction du temps
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La 6Ckine stimule fortement la croissance des cellules de la lignée HPLNECB3 (+ 40% a
200ng/ml) au bout de 48 heures, cet effet étant fonction de la concentration (figure 4A). Elle a
un effet modéré sur les HAPEC, HMLNEC, HBrMEC et n’agit pas sur la lignée HSKMEC.

A 72 heures, I’action de la 6Ckine est encore visible sur la lignée HPLNECB3 avec une

augmentation de la croissance cellulaire de 20% a 100 et 200ng/ml.

La fractalkine augmente fortement la croissance des cellules de la lignée HBrMEC a
200ng/ml (+30%) aprés 24 heures de culture (figure 4B). Elle favorise Iégerement (+10%) la
croissance des cellules de la lignée HAPEC mais ne présente pas d’action significative sur les
trois autres lignées. A 48 heures de culture, elle augmente la croissance cellulaire (15 % en
moyenne) de toutes les lignées endothéliales excepté HSKMEC. A 72 heures, les effets
observés sur la croissance des cellules endothéliales sont moindres sauf un effet demeurant
sur les HAPEC.

D’une maniere genérale, la chimiokine SDF-1o agit modérément sur la croissance des 5
lignées endothéliales testées (figure 4C). Le taux de croissance moyen est d’environ 10%
excepté pour la concentration de 4,5ng/ml sur la lignée HAPEC au bout de 24 heures (20%).

A 72 heures, I’effet perdure sur la lignée HAPEC et est maximum sur la lignée HPLNECBS.

Comme pour SDF-la, RANTES augmente légérement la croissance des cellules
endothéliales. Contrairement aux autres chimiokines, I’augmentation maximale est observée
au bout de 72 heures de culture pour les lignées HAPEC et HPLNECBS3, a la concentration de
60ng/ml (+ 20%).

L’effet des chimiokines sur la croissance des cellules endothéliales est spécifique. La 6Ckine
favorise clairement la croissance des cellules de ganglions lymphatiques periphériques
(HPLNECBS3), la fractalkine agit préférentiellement sur HAPEC et HBrMEC durant les 72
heures. Les chimiokines RANTES et SDF-1a ont des effets plus modérés sur la croissance

endothéliales mais semble favoriser la croissance des lignées HAPEC et HPLNECB3.
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2.2.3 La modulation de I’angiogénese par les chimiokines : exemple de la

fractalkine

Afin d’analyser les effets de la fractalkine sur la formation de pseudo-vaisseaux in vitro, une
gamme de concentrations de 10pM a 1uM (85pg/ml a 8.5ug/ml) a été testée sur les lignées
HAPEC et HSKMEC.

Les clichés ont été pris au cours du temps (2, 5, 8 et 24 heures). La fractalkine augmente la
vitesse de formation des vaisseaux sur ces deux lignées ceci est fonction de la concentration
en chimiokine. Nous avons sélectionné les deux concentrations les plus actives 10 et 100pM
gue nous avons testées conjointement sur les 5 lignées.

Des exemples de photos obtenues apres 5 heures d’incubation avec la fractalkine sont

présentées dans la figure 5.

La fractalkine accélére fortement le réarrangement des cellules endothéliales d’appendice,
HAPEC (figure 5A). Cet effet est particulierement net quand la concentration en fractalkine
est de 10pM : les cellules forment un réseau bien organisé dessinant clairement les futurs
pseudo-vaisseaux. Quand la concentration en fractalkine est de 100pM, les cellules se
réarrangent moins rapidement. Il y a donc un effet de dose optimale car des doses supérieures
semblent ralentir le processus d’angiogénese et pourraient, a forte concentration, inverser
I’action de la chimiokine. Les cellules endothéliales issues de ganglions lymphatiques
périphériques, (HPLNECB3), ne sont pas sensibles a la fractalkine : on n’observe pas de
différence significative entre le témoin sans chimiokine et en présence de la fractalkine quelle
que soit la concentration (figure 5B).

Les cellules endothéliales de la lignée issue des ganglions mésentériqgues (HMLNEC),
montrent une faible sensibilité a la fractalkine : les cellules s’organisent en un début de réseau
pour une concentration de 100pM en fractalkine. Il n’y a pas d’effet significatif a la
concentration de 10pM qui était la plus active pour les HAPEC (figure 5C).

La fractalkine favorise le réarrangement des cellules endothéliales du cerveau (HBrMEC). En
effet, les cellules se sont regroupées comparativement au témoin sans molécule et
commencent a s’organiser en réseau des la concentration de 100pM en fractalkine (figure5D).
Les effets sont cependant moindres que ceux observeés avec les lignées HAPEC et HSKMEC.
La fractalkine a une action significativement positive sur les cellules endothéliales de la peau

(HSKMEC) (figure 5E). On observe la formation de réseaux bien organisés en présence de
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Figure 5 : Modulation de I’angiogénese in vitro par la fractalkine aprés 5 heures de culture




fractalkine comparativement au témoin sans chimiokine ou les cellules commencent a peine a
s’allonger et a migrer apres 5 heures. La fractalkine agit donc préférentiellement sur les

lignées HAPEC et HSKMEC en favorisant la formation de pseudo-vaisseaux in vitro.

2.2.4 Ciblage des chimiokines sur les cellules endothéliales en conditions de

flux : exemple de la fractalkine

La démonstration d’une spécificité exige que les cellules que I’on veut étudier se trouvent
dans des conditions parfaitement comparables. Nos études de ciblage vont alors étre réalisées
a I’aide de co-cultures de cellules endothéliales afin de permettre a la chimiokine testée de
distinguer au sein d’une méme culture la présence de son (ses) récepteur(s) parmi les cellules
présentes.

En outre, il convient d’éliminer I’éventuelle influence des conditions expérimentales et de
s’assurer que le marquage des cellules par le CFDA,SE ne modifie pas les propriétés
intrinseques des cellules endothéliales. Nous avons dons comparé I’adhésion des billes
témoins sur une monocouche de cellules endothéliales marquées au CFDA,SE et une
monocouche de cellules de la méme lignée non marquée. Les résultats obtenus sont illustrés

ici par la lignée HAPEC (figure. 6).

HAPEC HAPEC
mono-culture non marquée mono-culture marquée au CFSE

Figure 6 : Contrble des capacités d’adhésion des cellules HAPEC en mono-culture, marquées
ou non au CFDA,SE
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Le marquage par le CFSE ne modifie pas les propriétés des cellules endothéliales puisque I’on

décompte approximativement le méme nombre de billes-témoins dans les deux cas (10 et 9).

Un exemple d’expériences de ciblage de chimiokines en conditions de flux est donné ci-apres
avec une co-culture des lignées HAPEC et HSKMEC. La fractalkine a été fixée sur des billes
et leur adhésion est comparée a celle des billes-témoins (figure 7). Le débit du flux genéré est

égal a 50l par minute.

Co-culture : HAPEC marquées/ HSKMEC non marquées

A) Billes témoin B) Billes + fractalkine

Superposition
Neutre (HSKMEC)
vert (HAPEC)
rouge (billes)

Superposition
vert (HAPEC)
rouge (billes)

Rouge (billes)

Figure 7: exemple de ciblage de cellules endothéliales en co-culture ( HAPEC-HSKMEC) par

des billes de latex substituées par la fractalkine
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Les billes-fractalkine (figure7B) ont adhéré davantage que les billes-témoins (figure 7A).
D’autre part, les billes fractalkine se sont fixées de fagon équivalente aux cellules d’appendice
(HAPEC) et de la peau (HSKMEC), on déenombre respectivement 7 et 9 billes.

Ces résultats sont effectivement en accord avec les résultats obtenus par cytométrie de flux et
par mesure de I’angiogénése montrant que la fractalkine est active vis-a-vis de ces deux

lignées endothéliales.

2.3 La chimiokine CTACK : présentation des expériences préliminaires

Au cours de nos études sur les chimiokines, nous avons intégré la CTACK, chimiokine
particulierement intéressante au niveau des cellules endothéliales de la peau.

Les résultats préliminaires obtenus avec cette chimiokine sont présentés ci apres.

2.3.1 La CTACK augmente I’adhésion des lymphocytes CEMT4 sur les
cellules endothéliales de la peau.

Afin de tester la capacité de la CTACK a moduler I’adhésion des lymphocytes CEMT4 in
vitro, nous avons testé une gamme de concentrations (6.25 a 400ng/ml) sur le recrutement

lymphocytaire par les cellules endothéliales de la peau : HSKMEC (figure 8).
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Figure 8: Effet de la CTACK sur I’adhésion de lymphocytes sur HSKMEC

83



La CTACK est capable d’augmenter le taux d’adhésion des lymphocytes sur les cellules

endothéliales de la peau de 70% lorsque sa concentration est de 100ng/ml.

2.3.2 Effet de la CTACK sur la croissance des cellules endothéliales

humaines

Les tests de croissance ont été réalisés sur les 5 lignées endothéliales en présence de quatre

concentrations de CTACK et toutes les 24 heures durant 72 heures (figure 9).
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Figure 9 : croissance des cellules endothéliales en présence de CTACK
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Dés 24 heures, la CTACK augmente d’environ 80% la croissance des cellules endothéliales
de la peau (HSKMEC) aux concentrations de 100 et 200ng/ml. Elle semble egalement
favoriser la croissance des cellules de cerveau (HBrMEC) proportionnellement a la
concentration. De plus, elle induit une augmentation significative (30% aux concentrations les
plus fortes) de la croissance des cellules d’appendice (HAPEC) et de ganglions mésentériques
(HMLNEC), mais n’a pas d’effet sur la croissance des cellules endothéliales de ganglions
périphériques (HPLNECB3).

Aprés 48 heures de culture, I’action de la CTACK perdure uniquement sur les lignées
HBrMEC et HSKMEC alors qu’elle diminue fortement pour les trois autres lignées jusqu’a
inhiber la croissance a certaines concentrations telles que 100 et 200ng/ml sur la lignée
HAPEC.

Apres 72 heures de culture, I’effet de la CTACK sur la croissance des cellules endothéliales

diminue pour toutes les lignées.

La CTACK favorise préférentiellement la croissance des cellules endothéliales de la peau et

du cerveau.

2.3.3 La CTACK module spécifiquement I’angiogénese des cellules

endothéliales de la peau

Afin de déterminer I’effet de la CTACK sur la formation de pseudo-vaisseaux, une gamme de
concentrations de 0,625nM a 20nM (de 6,25ng/ml a 200ng/ml) a été testée sur la lignée
HSKMEC. Nous avons sélectionné les deux concentrations favorisant la formation des
pseudo-vaisseaux : 0,625nM et 2,5nM sur HSKMEC afin de les tester sur les 5 lignées
cellulaires, concomitamment. Des photos ont été prises a 2, 5, 8 et 24 heures. Les résultats
obtenus apres 5 heures d’incubation sont illustrés dans la figure 10.

La lignée HAPEC (figure 10A) ne présente pas de différence significative comparativement
au témoin, aux deux concentrations utilisées.

Les lignées HPLNECB3 (figure 9B), HMLNEC (figure 10C) et HBrMEC (figurel0D) ne
répondent pas a la CTACK qui n’a aucun effet sur la formation des pseudo-vaisseaux in vitro.
En revanche, dés 5 heures de culture et aux deux concentrations testées, la CTACK favorise
fortement la réorganisation des cellules endothéliales de la peau (HSKMEC) et leur

assemblage en réseau afin de former des pseudo-vaisseaux (figure10E).
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Culture sur matrigel en présence de CTACK

Témoin sur plastique Témoin sur matrigel 0,625nM

Figure 10 : Modulation de I’angiogéneése in vitro par la CTACK apres 5h de culture




La CTACK agit spécifiquement vis-a-vis des cellules endothéliales de la peau, rapidement et

a faible concentration.

2.3.4 Ciblage de la CTACK en conditions de flux
Les expériences ont été reéalisées avec la CTACK de la méme fagon qu’avec la fractalkine.
Les résultats sont illustrés ici par une co-culture HAPEC-HSKMEC (figure 11).

Co-cultures HAPEC marquées/ HSKMEC non marquées

A) Billes téemoin B) Billes + CTACK

Superposition
neutre (HSKMEC)
vert (HAPEC)
rouge (billes)

Superposition
vert (HAPEC)
rouge (billes)

rouge (billes)

Figure 11: Ciblage des « billes CTACK » sur une co-culture HAPEC/HSKMEC
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Les billes-CTACK (figure 11B) se fixent plus que les billes-témoins (figure 11A). De plus,
les billes-CTACK se fixent préférentiellement sur les cellules endothéliales de la peau (figure
11B). Sur 20 billes fixées au total, 16 se fixent sur les cellules endothéliales de la peau (hon
marquées) tandis que seulement 4 se fixent sur les cellules vertes c’est a dire les cellules
endothéliales d’appendice.

Cette expérience montre clairement la spécificité de la CTACK pour les cellules endothéliales

de la peau.
Toutes ces expériences mettent en évidence la capacité de certaines chimiokines telles que la

6Ckine, la fractalkine, et la CTACK a agir specifiqguement sur les lignées de cellules

endothéliales spécifiques des organes dans lesquels elles sont exprimées.
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3 Discussion et perspectives
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La présence ou I’absence des récepteurs de chimiokines a la surface des cellules endothéliales
n’est pas la clé de la spécificité puisque nos résultats ont montré que les quatre récepteurs
CX3CR1, CXCR4, CCR5 et CCR7 sont exprimés dans les 5 lignées : HAPEC, HPLNECBS,
HMLNEC, HBrMEC et HSKMEC.

De plus, la specificité n’est pas due a la capacité de liaison des chimiokines vis-a-vis de
certaines cellules endothéliales puisque les 4 chimiokines étudiées se fixent a la surface de
toutes les lignées présentées dans cette étude. En dépit du fait que les taux de fixation varient
selon la lignée, elles sont toutes présentées par les cellules endothéliales de chacun des
organes testés.

Néanmoins, les résultats ont montré une «speécificité d’action» de certaines chimiokines vis-a-
vis d’un endothélium particulier.

La fractalkine agit en effet, spécifiquement vis-a-vis des cellules endothéliales d’appendice en
augmentant fortement le recrutement des lymphocytes par ces cellules et en modulant
I’angiogenese. Bien qu’elle soit capable de se fixer aux cellules endothéliales du cerveau et de
la peau (cf. expériences de cytométrie), elle ne module pas I’adhésion des lymphocytes sur les
lignées HBrMEC et HSKMEC. La fractalkine est pourtant exprimée dans ces deux organes ou
elle joue un réle important dans la coopération cellulaire (Harrison et al. 1998) (Sugaya et al.
2003). Mais le recrutement de lymphocytes dans ces organes se fait essentiellement dans des
conditions d’inflammation. Or lors des expériences d’adhésion réalisées dans cette étude, les
cellules endothéliales ne sont pas activées au préalable et ne subissent que I’action des
chimiokines. Nous montrons ici que la liaison d’une chimiokine a une cellule entraine des
effets distincts qui réfletent des signaux distincts. Ainsi, les chimiokines telles que la
fractalkine activent des mécanismes de transduction du signal et de régulation cellulaire, dont
I’induction de molécules d’adhésion, uniqguement dans les lignées vis-a-vis desquelles elles
sont spécifiques. Cependant, la fractalkine peut se fixer aux cellules endothéliales de la peau
(cf. expériences de cytométrie et de ciblage en conditions de flux) et favoriser la formation de
pseudo-vaisseaux in vitro sans modifier les propriétés d’adhésion des HSKMEC. On peut
supposer que la différence observée dans la spécificité d’action est due au mode de liaison de
la chimiokine a la cellule (récepteurs, GAGs, DARC...).

En terme de fixation des chimiokines, les expériences réalisées en conditions de flux
confirment les résultats obtenus dans les expériences en «conditions statiques» dans cette
étude (adhésion, cytométrie de flux, angiogénese).

Il est trés important de valider en conditions de flux les résultats obtenus au préalable en
conditions statiques afin de nous rapprocher des conditions in vivo. En effet, le flux sanguin
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est trés important dans les processus de reconnaissance cellulaire. Ces conditions permettent
d’une part, de rapprocher les cellules circulantes des parois des vaisseaux afin de favoriser
leur rencontre avec les cellules endothéliales et provoquent I’expression de molécules
d’adhésion qui vont renforcer le recrutement cellulaire (Nagel et al. 1994; Chappell et al.
1998).

L adhésion des billes-fractalkine devra étre comparée avec les autres lignées endothéliales.
Les co-cultures de HAPEC ou HSKMEC, lignées positives pour I’adhésion a la fractalkine,
avec une autre lignée telle que HPLNECB3 valideront le role spécifique de la fractalkine vis-
a-vis des cellules endothéliales d’appendice et de la peau. Les expériences d’adhésion devront
également étre réalisées en conditions de flux pour valider la spécificité des chimiokines.

La 6Ckine agit préférentiellement sur les cellules endothéliales de ganglions périphériques en
accord avec son expression constitutive dans les organes lymphoides secondaires (Gunn et al.
1998) (Nagira et al. 1997) et avec le fait que, la 6Ckine favorise la croissance des cellules
endothéliales HPLNECBS.

La 6Ckine et la fractalkine augmentent également le taux d’adhésion des lymphocytes sur les
cellules endothéliales de ganglions mésentériques. Butcher et ses collaborateurs ont montré
que des lymphocytes, isolés de ganglions lymphatiques périphériques (non-mésentériques) et
de plaques de Peyer, sont capables de regagner les organes dont ils sont issus une fois
réinjectés in vivo chez la souris. Trente minutes apres injection, les lymphocytes issus des
plaques de Peyer retournent dans les plaques de Peyer, les lymphocytes issus de ganglions
périphériques dans les ganglions périphériques tandis que les ganglions mésentériques
recrutent de facon équivalente les deux types de lymphocytes (Butcher et al. 1980). Ce qui
implique que les cellules endothéliales des ganglions mésentériques presentent a leur surface
soit, les deux ligands nécessaires a la reconnaissance des deux types de récepteurs présents sur
les lymphocytes, soit, un troisieme ligand, capable de se lier & deux récepteurs différents. Ces
ganglions ont un donc comportement intermédiaire quant au recrutement des lymphocytes
entre les organes lymphoides de type muqueux et les ganglions lymphatiques périphériques.
Ce qui est confirmé ici par le comportement de la lignée HMLNEC dans les expériences
d’adhésion sous I’influence de la fractalkine, spécifique des tissus muqueux et de la 6CKine,
spécifique des ganglions périphériques.

La spécificité de la 6Ckine vis-a-vis des cellules endothéliales d’organes lymphoides
secondaires devra étre vérifiée en conditions de flux et quant a son action sur I’angiogénese.
Parmi les chimiokines étudiées, seule la CTACK, chimiokine spécifique de la peau, est

capable d’augmenter le recrutement cellulaire par les HSKMEC, les autres chimiokines,
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fractalkine, 6Ckine, SDF-la. et RANTES, n’ayant aucun effet. Elle seule active les
mécanismes moléculaires nécessaires au recrutement de lymphocytes T naifs par les cellules
de la peau, celui-ci n’ayant pas lieu habituellement dans cet organe. La CTACK favorise
fortement la croissance des lignées HSKMEC et HBrMEC, ce qui est a rapprocher du fait que
ces deux lignées ont une méme origine embryonnaire méme si elles se différentient par la
suite. Cela peut en partie expliquer le comportement similaire de ces deux lignées dans
certaines expériences telles que la croissance cellulaire ou I’adhésion. De plus, un variant de
la CTACK nommé PESKY (Baird et al. 1999) est exprime au niveau du cerveau. Son réle est
encore inconnu d’autant plus que cette chimiokine est nucléaire. En effet, elle ne possede pas
de peptide signal et est directement transloquée dans le noyau.

La CTACK active fortement et spécifiquement le processus d’angiogénése par les cellules
HSKMEC et se fixe préférentiellement sur les cellules endothéliales de la peau au sein d’une
co-culture HAPEC-HSKMEC en conditions de flux. Les expériences d’adhésion en conditions
statiques et en conditions de flux devront étre réalisées avec cette chimiokine et interprétées
comparativement aux résultats des marquages en cytométrie de flux.

Toutes les expériences présentées dans cette étude valident clairement la spécificité de la
CTACK vis-a-vis de I’endothélium de la peau et valident le modéle organo-spécifique de
I’endothelium.

Afin de généraliser ces notions, les experiences d’adhésion devront étre réalisées avec
d’autres lymphocytes (B, NK) afin de comparer le comportement de chaque lymphocyte vis-
a-vis des différentes lignées dans le contexte de la sélectivité de I’activité des chimiokines.
Des chimiokines ont été identifiées récemment pour étre spécifiques d’organes : CTACK pour
la peau, TECK pour I’intestin, MEC pour les muqueuses. Les études préliminaires réalisées
avec la chimiokine MEC au laboratoire semblent confirmer sa spécificité pour les tissus
muqueux puisqu’elle se fixe préférentiellement aux cellules endothéliales issues de sites
mugueux tels que I’appendice ou les poumons.

Ces chimiokines peuvent donc constituer des références pour illustrer I’organo-spécificité de
I’endothélium et leur étude peut contribuer a élucider les mécanismes moléculaires de la
specificité de reconnaissance.

Nous possédons des lignées tumorales au laboratoire : mélanome, cancers du sein, du rein
et des poumons. La spécificité des chimiokines pourra étre étudiée vis-a-vis de ces lignées
afin de préciser les signaux d’adressage de ces cellules tumorales comparativement aux

cellules endothéliales saines issues des mémes organes.
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L’installation d’un nouvel équipement va permettre, entre autres, de suivre en temps réel et
sous microscope, le processus d’angiogénése. Cela permettra d’établir de fagon plus précise la
cinétique de formation des pseudo-vaisseaux in vitro et sa modulation par les chimiokines ou
d’autres molécules.

Enfin, les interactions des chimiokines avec les glycosaminoglycanes de la surface cellulaire
devront étre étudiées ainsi que leur role dans I’organo-spécificité. Il a été démontre que les
GAGs peuvent aussi étre spécifiques de certains organes. Il conviendra de trouver la meilleure

association chimiokine-GAGs de spécificité optimale pour le ciblage d’un organe.
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IV. Les cellules endothéliales de la peau :
Modele pour évaluer les propriétés anti-

inflammatoires de molécules
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Cette seconde partie concerne le travail effectué dans le cadre de la collaboration avec la
Société Bioeurope groupe Solabia. Les études ont consisté a évaluer les propriétés
potentiellement anti-inflammatoires et anti-oxydantes de nouvelles molécules produites par la

société Bioeurope.
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1 Matériel et méthodes

96



1.1 Le phénomene étudié et I’hypothese de travail

Les cellules endothéliales de la peau établies au laboratoire sont un modéle de choix d’étude
in vitro permettant par exemple, d’évaluer les propriétés de principes actifs destinés a la
cosmétologie ou a la pharmacologie fournis par la Société BioEurope groupe Solabia.

La culture de cellules endothéliales de la peau HSKMEC est identique a celle des autres
lignées (cf. chap. Il § 1.3).

1.2 Les expériences d’adhésion

Les cellules sont ensemencées dans des plaques de 24 puits & raison de 2.5 X 10* cellules par
cm? dans de I’OptiMEM complet. Dix sept heures avant le début du test d’adhésion, les
HSKMEC sont incubées pendant 1 heure avec une solution de H,0, a 150uM préparée dans de
I’OptiMEM. Les cellules endothéliales ainsi activées miment la réaction a un état
inflammatoire. Cette activation sera suivie pendant 5 heures d’incubation avec les molécules
diluées dans de I’OptiMEM aux concentrations désirées. Le test d’adhésion est réalisé apres
11 heures supplémentaires de culture des cellules endothéliales dans de I’OptiMEM sans
sérum ni antibiotiques. Les HSKMEC sont alors incubées avec une suspension de
lymphocytes préalablement marqués avec le PKH26-GL (annexe 4) dans la proportion de 5
lymphocytes CEMT4 pour une cellule endothéliale. Apres 30 minutes a température
ambiante, les lymphocytes non adhérés aux cellules endothéliales sont éliminés par trois
lavages avec du PBSc. Les cellules sont ensuite décollées & I’aide d’une solution de
trypsine/EDTA, lavées au PBSc-SAB 0.5% puis centrifugées a 400g pendant 5 minutes a
20°C. le culot cellulaire est repris dans 500l de PBSc pour I’analyse en cytométrie de flux.

Les résultats sont exprimés en nombre de CEMT4 adhérés par cellule endothéliale (taux

d’adhésion).
1.3 La détection de NO intracellulaire
La détection du NO intracellulaire dans les cellules endothéliales activées ou non par H,O, est

réalisé a I’aide d’un marqueur traversant passivement les membranes cellulaires, le DAF-FM

diacétate (4-amino-5-methylamino-2’, 7’-difluorofluorescein) (Molecular probes).
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A I’intérieur des cellules, il est hydrolysé par les estérases intracellulaires en DAF-FM. Ce
nouveau composé peut alors réagir avec I’oxyde nitrique intracellulaire pour former un
produit fluorescent dans le vert (A émission 520 nm) quand il est excité a une longueur d’onde
de 488 nm.

Les résultats sont exprimés en intensité de fluorescence relative (IFr) proportionnelle a la
quantité de NO détecteée.

1.4 Le marquage de iNOS intracellulaire

Les cellules sont décollées avec une solution de collagenase a 5mg/ml de PBSc-SAB 0,5%.

Elles sont ensuite permeabilisées pendant 10 minutes a 37°C avec une solution de PFA 1%-
saponine 0,2% dans du PBSc. Apres saturation des sites aldéhydes libres par une solution
d’urée 0,2M puis un lavage au PBSc, les cellules endothéliales sont incubées 30 minutes a
37°C avec un anticorps primaire dirigé contre I’iNOS humaine (anti-iNOS humain fait chez la
souris, concentration finale = 10ng/ml). L’anticorps primaire est ensuite fixé avec une
solution de PFA 1% dans du PBSc pendant 10 minutes a 37°C. La fixation est stoppée par un
lavage par le PBSc-SAB 0,5% et les cellules sont ensuite incubées avec une solution d’urée
(0,2M) puis lavées par le PBSc. La détection de iNOS se fait avec I’anticorps secondaire
couplé a un fluorochrome: un anticorps fait chez la chévre dirigé contre les
immunoglobulines de souris et couplé a I’isothiocyanate de fluorescéine a une concentration

finale de 50ng/ml, 30 minutes a 4°C.
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Apres excitation a 488 nm, la molécule fluorescéine, fixée sur I’anticorps secondaire (FITC),
fluoresce a 520 nm permettant ainsi une analyse de cytométrie de flux. L’intensité de
fluorescence relative (IFr) résultante refléte la quantité de I’enzyme présente dans la cellule
comparativement au témoin isotypique (IgGs de souris).

1.5 Les tests de croissance cellulaire

Les tests de croissance en présence des molécules fournies par la société BioEurope sont
réalisés dans les mémes conditions que pour ceux réalisés en présence de chimiokines (chap.
18§1.7).

1.6 Les expériences d’angiogénése in vitro

Les conditions expérimentales sont décrites dans le chapitre Il 8§ 1.8. Les HSKMEC sont
incubées en presence des molécules a différentes concentrations.

Comme dans le cas des chimiokines, la modulation de la cinétique de formation des pseudo-
vaisseaux par les molécules est évaluée sous microscope inverseé (Axiovert 200, Zeiss).
L’analyse se fait par prises de vues a différents temps comparativement au contréle sans
molécule. La morphologie, le réarrangement, la formation de réseau cellulaire et la
formation de pseudo-vaisseaux sont alors examinés au cours du temps. Ces critéres vont
permettre d’évaluer qualitativement I’effet des molécules sur la formation de pseudo-

vaisseaux in vitro.
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2 Reésultats
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La société BioEurope nous a fourni 8 molécules afin d’évaluer leurs activités potentielles sur
les cellules endothéliales de la peau : HSKMEC. Parmi ces molécules se trouvent un PCA-
d’arginine et un polysaccharide riche en rhamnose nommé BEC 441. Il y a également deux
familles de polysaccharides : BEC 1645 et 1615 ainsi que les oligosaccharides dérivés de leur
hydrolyse controlée et de masses moléculaires moyennes 15 et 5 kDa. La description de ces

molécules a été détaillée dans le chapitre 11 § 13.2 et 13.3.

Les trois molécules présentant les effets les plus significatifs vis-a-vis des HSKMEC, c’est a
dire les polysaccharides BEC441, le PCA-d’arginine et les oligosaccharides 1615 15 kDa,
font I’objet d’un article intitulé « Skin endothelial cells as a model to screen anti-
inflammatory molecules » soumis a publication dans le journal « Journal of Investigative

Dermatology ».

Résumé des résultats

Les molécules présentées dans cet article montrent des propriétés anti-inflammatoires, par
leur capacité a diminuer la production de NO et iNOS intracellulaires, et/ou de réduire le
recrutement cellulaire résultant du stress oxydant appliqué aux cellules endothéliales.

Les polysaccharides BEC 441 n’ont pas d‘effet sur le recrutement de lymphocytes mais
agissent sur la production de NO/iNOS. De plus, ils favorisent la croissance (fiche 1D) et la
formation de pseudo-vaisseaux in vitro par les cellules endothéliales de la peau.

Le PCA-d’arginine est capable de diminuer I’adhésion des lymphocytes aux concentrations de
0.1ng/ml et 10ng/ml. 1l diminue fortement le taux de NO en fonction de sa concentration
jusqu’a restaurer un taux de NO équivalent a celui détecté dans les cellules endothéliales de la
peau non activées. Vis-a-vis du taux de iNOS, la réponse est variable selon la concentration. Il
diminue ce taux a 1ng/ml tandis qu’il I"augmente & 0.1ng/ml. Aucun effet significatif du
PCA-d’arginine n’est observé sur la croissance et le processus d’angiogénese des cellules
HSKMEC. Les résultats obtenus montrent que les oligosaccharides 1615 15 kDa diminuent
I’adhésion des lymphocytes aux concentrations de 0.01 et 10ng/ml. lls diminuent la
production de NO et I’expression de iINOS aux mémes concentrations d’utilisation (0.1 et
10ng/ml).

De plus, ils agissent modérément sur la croissance (fiche 6D) et la formation de pseudo-

vaisseaux par les HSKMEC.
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Skin endothelial cells as a model to screen
anti-inflammatory molecules
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Abstract:

Dermal inflammation studies mainly focus on keratinocytes as the major skin cell type. An external
aggression results in the production of keratinocyte factors which act as intercellular signals recognized by
dermal endothelial cells (ECs), the main transmitters of the inflammatory state to internal body tissues. In
response to intercellular signals, ECs, interfacing blood and tissues, mediate and control the passage of cells
and molecules.

Based on the dermal ECs selectivity, an original human skin microvascular endothelial cell line (HSKMEC)
was established in our laboratory and used in this work to design a cellular model which enables the
screening of a panel of molecules for their putative activity towards the skin inflammatory state.
Inflammation was mimicked by HSKMEC activation through an oxidant stress then putative
anti-inflammatory molecules were assessed in several ways: by their capacity to inhibit lymphocyte
adhesion, nitric oxide (NO) production and inducible NO synthase (iNOS) expression, and by their
influence on ECs angiogenic properties in vitro.

This original model identified three anti-inflammatory molecules which were directly active towards the
skin endothelium and, using oligo/polysaccharides, uncovered new therapeutic tools against inflammatory

processes.

Keywords
angiogenesis.

Introduction

The skin is the largest organ of the body, organised in
a network allowing cell communications. The various
types of cells communicate with the other parts of the
body through the microvasculature which provides
nutriments and reflects the biological signals.

Overall, keratinocytes, the major epidermis cell type,
are the first cells to be activated in response to injury
and to produce free radicals and pro-inflammatory

Abbreviations : ECs Endothelial Cells,
HSKMEC Human Skin  Microvascular
Endothelial cells, NO : Nitric Oxide ,iNOS :
inducible Nitric Oxide Synthase, PCA : 2-
pyrrolidone-5-carboxylic acid, cPBS : complete
phosphate buffer salin, OS : oligosaccharides,
ROS: Reactive Oxygen Species.

. skin endothelial cells, cutaneous inflammation, oxidative stress, lymphocyte adhesion,

cytokines such as IL-lo and TNF-o.These
intercellular signals are able to activate other cells
such as ECs. The ECs receive and give information
from and towards microenvironmental cells. From
these signals, ECs elaborate the surface presentation
of a set of molecules such as chemokines and
adhesion molecules which can then recruit circulating
cells at the inflammatory site (Middleton et al., 2002).
In the skin, the dermal ECs are responsible for
inflammatory cell recruitment and the subsequent
inflammation reaction. The vascular endothelium is
one of the major targets of oxidative stress (Lum and
Roebuck, 2001). In our endothelial cell model of
inflammation, oxidative stress is created in vitro by
activating the skin ECs by H,0,. Oxidative stress, by
ROS (Reactive Oxygen Species) such as NO radicals,
increases vascular permeability (Gonzalez et al.,
2003) and promotes leukocyte adhesion (Lum and
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Roebuck, 2001). Moreover, the production of free
radicals is directly correlated with aging of the skin
(Jenkins, 2002). Consequently, oxidative stress is a
major factor in cellular senescence of the skin.

Our in vitro model enables the modulator effects of
putative biologically active molecules to be evaluated
at distinct levels:

* the ability of a molecule to inhibit the massive
recruitment of circulating cells in response to
inflammatory signals by evaluating leukocytes
adhesion to non-and H,0,-activated HSKMEC;

* the effect of a molecule on the intracellular levels of
NO and iNOS;

* the capacity of a molecule to modulate pseudo-
vessel formation in an angiogenesis in vitro assay.

In this study, we present three molecules that are
particularly efficient towards skin ECs. The first
molecule is a rhamnose rich-polysaccharide, named
BEC441, which contains galactose, and glucuronic
acid. The second molecule is an efficient anti-
inflammatory compound, arginine-PCA which is a
combination of L-arginine and PCA
(2-pyrrolidone-5-carboxylic acid). The last one is the
oligosaccharide (OS) 1615 (15kDa) which is fucose-,
glucose-, glucuronic acid- rich oligosaccharide
obtained by controlled hydrolysis of the
polysaccharide BEC 1615 (not presented in this
study). The role of carbohydrates in skin function has
been investigated with a view to the development of
therapeutic agents against inflammatory processes
based on poly/oligosaccharide structure. Indeed,
glycosaminoglycans, which compose the extracellular
matrix proteoglycans, are fundaments for the skin’s
integrity (hydration, elasticity) and are active in the
specific ~ recruitment of  leukocytes  during
inflammation. Furthermore, some monosaccharides
such as L-fucose have an important role in the skin.
For example, it has been shown that L-fucose and
fucose-rich polysaccharides are able to down-regulate
MMP-2 and MMP-9 (Isnard et al., 2002) and protect
the cell from ROS induced death (Peterszegi et al.,
2003). Moreover, rhamnose has been shown to be
present in the skin (Malawista and Davidson, 1961).
As keratinocytes have cell surface sugar specific
receptors, this enables them to bind L-rhamnose
neoglycoproteins (Cerdan et al., 1991).

This study describes a cellular model based on
specific skin ECs which evidences the
anti-inflammatory properties of given saccharidic

structures as illustrated here by the polysaccharide
BEC441 and the OS 1615 15kDa.

Materials and methods

Molecules and reagents

The skin endothelial cell line : HSKMEC, for Human
Skin Microvascular Endothelial Cell, was established
in our laboratory, stabilized and characterized with
specific endothelial cell makers (Kieda et al., 2002).
The three molecules studied, BEC441, arginine -PCA
and OS 1615 15kDa were produced by Bioeurope-
Solabia society. The DAF-FM diacetate (4-amino-5-
methylamino-2’,7’-difluorofluorescein)  for  NO
detection was from Molecular probes (Leiden, The
Netherlands). The mouse IgGs anti-human iNOS was
from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). The
“matrigel” matrix for the angiogenesis in vitro assay
was from BD Biosciences.

Endothelial cell culture

HSKMEC were cultured in OptiMEM (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) supplemented with 5%
foetal bovine serum (BioWest, AbCys, Paris, France),
40 pg/ml  gentamycin  (Invitrogen), 50 ng/ml
fungizone (Invitrogen). Cells were maintained at
37°C under a 5% CO,/ 95% air atmosphere.

In the following experiments, we have tested four
concentrations for each molecule, which were
determined by the preliminary cytotoxicity test (data
not shown).

Adhesion experiment

HSKMEC were seeded in 24-well tissue culture
plates (Falcon, Becton Dickinson, France) at 5 X
10%cells per well in complete OptiMEM medium.
After 24 hours in culture, HSKMEC were stimulated
for 1 hour by H,0, (Sigma-Aldrich, Saint Quentin
Fallavier, France) (150uM) followed by a 5h
incubation in the presence of the tested molecules
then an 11-hour post incubation in OptiMEM without
serum. After stimulation, cells were washed once
with complete PBS (cPBS) and incubated (30
minutes at room temperature) with a previously
PKH26-GL (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France)-labeled CEMT4 lymphocyte suspension in a
5 lymphocytes to one endothelial cell proportion.
Non-adherent CEMT4 were removed by gentle
washings. Cells were detached by a trypsin/EDTA
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(1X) solution (Invitrogen), washed and analysed by
flow cytometry. PKH26-GL is a fluorescent marker
(excitation: 488nm, emission: 590nm) which is used
here to label one cell population (CEMT4) in order to
discriminate it easily from the non labelled one (EC)
by flow cytometry, thus allowing evaluation of the
adhesion level as a number of CEMT4 specifically
bound to one endothelial cell.

Detection of intracellular nitric oxide (NO)

The detection of intracellular NO is achieved by
using DAF-FM diacetate. This membrane permeant
probe is hydrolysed by intracellular esterases into
DAF-FM, which reacts with NO to form a green-
fluorescent product which can be excited at 488 nm
to fluoresce at 520 nm.

HSKMEC were seeded in 24-well plate at 5 X
10%cells per well. After 48 hours in culture, cells were
washed twice with cPBS and were incubated with a
solution of 1uM DAF-FM diacetate in cPBS for 1
hour (400ul per well). At the end of the incubation,
cells were washed again twice with PBSc and 400pl
of cPBS were added for 15 minutes. After washing,
cells were detached by a trypsin-EDTA solution,
washed and diluted in cPBS (400uL) for flow
cytometry analysis. Upon laser excitation at 488nm of
DAF-FM the emission at 520nm gives the relative
fluorescence intensity (rFI) which is related to the
quantity of intracellular NO.

Labeling of intracellular iNOS

HSKMEC were detached from the culture plates by
0.5 mg/ml type-1 collagenase (Invitrogen) in a PBS-
0.5%BSA (bovine serum albumin, Sigma-Aldrich)
(w/v) solution.

For intracellular detection, cells were permeabilized
with 1% (w/v) PFA (paraformaldehyde)-0.2% (w/v)
saponine (VWR, Fontenay-sous-bois, France) in
cPBS before incubation with primary antibody
against iNOS.

Cells were incubated for 30 minutes at 37°C with
mouse 1gGs anti-human iNOS (10ul of 1/50 dilution).
Primary antibody was fixed by 2% (w/v) PFA
solution in cPBS for 10 minutes at 37°C. The reaction
was stopped by PBS-0.5%BSA solution and cells
were incubated with 0.2M urea (VWR) in PBS for 10
min at room temperature and washed.

Intracellular iINOS detection was achieved by
incubation in the presence of FTC-goat anti-mouse
1gGs (Sigma-Aldrich) (20ul of 1/200 dilution) for 30

minutes at 4°C. The cells were washed then diluted in
400pl of cPBS for flow cytometry analysis. By laser
excitation of FTC at 488nm and emission at 520nm
the relative fluorescence intensity rFl, which reflects
the intracellular iNOS level, was obtained.

Angiogenesis : “in vitro” assay

Angiogenesis was evaluated on Matrigel ™-coated
24-well plates (BD Biosciences). The matrigel
contains extracellular matrix proteins and growth
factors which permit ECs to spontaneously form
pseudo-vessels. After coating, cells were seeded at 5
X 10%cells per well. Once cell adhesion on the matrix
had been achieved, cells were incubated with the
tested molecules dissolved in OptiMEM. The
rearrangement of the cells and pseudo-vessels
formation were followed under the inverted
microscope (Axiovert 200, Zeiss). The qualitative
analysis consisted in taking pictures at given time
lapses, and comparing them to the control in the
absence of molecules in order to evaluate the effect of
the molecule on the vessel formation Kinetics.

Results

Arginine-PCA and OS 1615 15 kDa significantly
decrease  CEMT4 lymphocytes adhesion on skin
endothelial cells (HSKMEC).

The massive recruitment of circulating leucocytes
from blood is the main event during inflammation.
Consequently, the anti-inflammatory properties of
molecules can be illustrated by their capacity to
inhibit lymphocyte recruitment at the inflammatory
site.

On figure 1, the increase in the CEMT4-lymphocyte
adhesion level after incubation with H,0, reflects the
inflammatory state reached by ECs activation.

In the absence or the presence of H,0,, BEC441
weakly increased the adhesion level as compared to
the control. It seems that BEC441 is not able to
inhibit the recruitment of CEMT4-lymphocytes in
activated conditions (figure 1a).

Arginine-PCA had no effect on non-activated cells
but was able to significantly decrease the level of
adhesion of H,0,-activated cells at 0.1ng/ml and
10ng/ml (figure 1b).

0OS 1615 15kDa weakly decreased the adhesion level
in non-activated cells but significantly decreased this
level at 0.01ng/ml and 10ng/ml when cells were H,0,-
activated (figure 1c).
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These three molecules gave different responses in
terms of lymphocyte recruitment after induction of an
oxidant stress at the endothelial cell level.

Number of CEMT4/EC
O = N W B W
-
4
n
-

Control 0,01 0.1 1 10 ng/ml

Number of CEMT4/EC
S = N W B W

Control 0,01 0,1 1 10 ng/ml

Number of CEMT4/EC

S = N W B W
{
/

Control 0,01 0,1 1 10 ng/ml

Figure 1. Modulation of CEMT4 adhesion towards
HSKMEC by anti-inflammatory molecules : (a),
BEC441, (b) arginine-PCA and (c) oligosaccharides
1615 15kDa. The adhesion level is expressed in
number of CEMT4 specifically bound per one
endothelial cell.

Direct effect of molecules on the intracellular level of
NO.

In our cellular model, HSKMEC were activated by
H,0,. We thus created an oxidative state which
provokes the intervention of the NO/INOS system
regulation by ECs. In this oxidative stress context, the
capacity of molecules to inhibit or limit the quantity
of intracellular NO was investigated by direct
labelling of NO with a DAF-FM fluorescent probe.
On figure 2, it can be seen that the intracellular NO
level increased upon activation of HSKMEC by H,0,.
Globally, BEC441 (figure 2a) had no effect on non-
activated cells except at 0.01ng/ml, as the unique
concentration which increased the intracellular NO .
On H,0,- activated cells, BEC441 was able to
significantly decrease the level of intracellular NO
when used at 0.1ng/ml and 10ng/ml.

Arginine-PCA (figure 2b) had no effect on non-
activated cells. On H,0,- activated cells, it decreased
the level of intracellular NO in a concentration-

dependent manner with a maximal effect at 10ng/ml,
enabling complete restoration of the basal level of
intracellular NO to be reached / attained (comparable
to NO concentration in non-activated cells).

On H,0,- activated cells, OS 1615 15kDa
significantly decreased the level of intracellular NO
at 0.1ng/ml and 10ng/ml whereas they had globally
no action on non-activated cells (figure 2c) except at
1ng/ml, where there was a weak increase in the NO
level.

00 1 e +H202

300

rFI

200

100

400

300 ¥

rFI
"

200

100

400

300 "W’\
0\\”’/\

200

rFI

100

Figure 2. Intracellular NO detection in HSKMEC by
flow cytometry on H,0,-activated and non-activated
HSKMEC. Cell hydrolysis of DAF-FM probe permits
to evaluate the effect of molecules: (a) BEC441 (b)
arginine-PCA and (c) oligosaccharides 1615 15kDa
on modulation of intracellular NO level.

Labeling of intracellular iNOS

In order to complete the study of oxidative stress and
perhaps to establish the correlation between NO and
iNOS, the intracellular level of iNOS was studied by
direct labeling with an antibody on non-and activated
ECs.

On figure 3, intracellular iNOS induction corresponds
to an activation of HSKMEC in oxidative stress
conditions.

On non-activated cells, BEC441 (figure 3a) has
globally no effect on iINOS expression. After
activation, it was able to inhibit iNOS when used at
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Ing/ml and this did not correlate with its action on
intracellular NO (figure 2a).

The effect of arginine-PCA (figure 3b) on the iNOS
expression profile showed two different kinds of
responses. Indeed, at 0.1ng/ml, we see an increase in
iNOS expression whereas at 1ng/ml the expression of
iNOS significantly decreased in non- and activated
cells.

OS 1615 15kDa (figure 3c) have no action on non-
activated cells but they were effective on activated
cells to restore the INOS basal level (efficient
concentrations:  0.1ng/ml and 10ng/ml). This
correlates with the results observed for NO
production where the same concentrations of OS are
active on activated cells.
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Figure 3. The labelling with a specific antibody
allows the effect of (a) BEC441 (b), arginine-PCA
and (c) oligosaccharides 1615 15 kDa on the iNOS
intracellular level to be evaluated.

Modulation of in vitro vessel formation by the
molecules.

The influence of molecules on angiogenesis in vitro
was tested by incubation of HSKMEC independently
with the three molecules for 24 hours. The vessel
formation speed was followed under the microscope
at several times. The results are shown in figure 4 and
are given here for the molecule concentration of
Ing/ml.

In this in vitro angiogenesis test, 3h30 after
incubation with BEC441 at 1ng/ml (figure 4d),
HSKMEC underwent rearrangement and began to
establish a network which will give future vessels as
compared to the control (figure 4a) where cells hardly
began to lengthen on the matrix.

Time of culture

3h30 6h30 24h
Matrigel control a \_ j b W T vl
s s - § AL AN
| A
vy 49 a4
f ~ - ) \
BEC441 d Yol e ’ .".'f hRL
Ing/ml ’ by 7/ R W 4 T\ .
4 | y ) )
/ey \ | |
¥ \
Matrigel control g - - h T i -"' i

Arginine-PCA

Ing/ml

Oligosaccharides
1615 15kda
Ing/ml

Figure 4. Effects of the anti-inflammatory molecules
towards HSKMEC angiogenesis. Cell rearrangement
and pseudo-vessels formation were followed as a
function of time on Matrigel matrix. The vessel
formation speed in presence of (d-e-f) BEC441, (j-k-I)
arginine-PCA and (m-n-o0) oligosaccharides 1615
15kDa was assessed compared to the control in the
absence of molecules (a-b-c) for BEC441 and (g-h-i)
for arginine-PCA and oligosaccharides 1615 15kDa
at various time lapses.

After 6h30, control cells started to form a network
(figure 4b), whereas we observed very thin vessels
within an organized network in the presence of
BEC441 (figure 4e).

After 24 hours of culture with BEC441 (figure 4f),
we observed a homogeneous vessel network
compared to the control (figure 4c) where we could
still observe undifferentiated cells.

When cells were incubated with arginine-PCA, we
observed an advancement of cell rearrangement after
3h30 (figure 4j) compared to the control (figure 4q)
although less than with BEC441 (figure 4d). But after
6h30 (figure 4k) and 24h (figure 4l), we could not see
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any significant advance in the angiogenic
rearrangements as compared to the control (figures 4h
and 4i).

In the presence of OS 1615 15kDa, after 3h30 (figure
4m), cells are more grouped than in the control
(figure 4g) and clearly design the future vessel
network. After 6h30 (figure 4n), the formation of the
network was slightly more efficient than the control
(figure 4h) but less clearly than with BEC441 (figure
4e). At 24 hours, the differences between cells in the
presence (figure 40) or absence (figure 4i) of OS
1615 15kDa were no longer visible.

Discussion

These studies report the potential activity of three
anti-inflammatory molecules towards skin ECs.
BEC441, an anionic polysaccharide, which contains
rhamnose, galactose and glucuronic acid, is known to
inhibit cellular adhesion on keratinocytes and
propagation of inflammatory signals in the skin. It
has been shown / demonstrated here to affect the
intracellular levels of NO and iNOS, whereas it is not
efficient on lymphocyte adhesion. This effect can be
related to the presence of ramified rhamnose OS
within the polysaccharide chain. This was shown to
favour the presentation of rhamnose to the endothelial
cell receptors (Cerdan et al., 1991). This could be a
useful tool to regulate the overproduction of NO
when a stress or any injury induces iNOS and
consequently NO production in ECs. Furthermore,
BEC441 has clearly a positive effect on HSKMEC
angiogenesis. This can be correlated with the
proliferation test which showed BEC441 to be able to
activate the proliferation of HSKMEC (data not
shown), indicating a real pro-angiogenic effect in
which proliferation is combined with migration and
rearrangement of the cells.

The L-arginine PCA salt (2-pyrrolidone-5-carboxylic
acid) was used because it is a physio-regenerant
component associating the hydrating properties of
PCA and the cell regenerator properties of L-arginine.
Indeed, L-arginine is the substrate of NO synthesis.
The excess of L-arginine acts as an inhibitor in the
biosynthesis cascade. The present results confirm the
inhibitor role of L-arginine because the arginine-PCA
reduced the production of intracellular NO to the
basal level found in non-activated cells.

As far as angiogenesis is concerned, arginine-PCA
induced a fast but limited cell rearrangement and it
did not affect cell proliferation (data not shown).

0OS 1615 15kDa were obtained from the hydrolysis of
polysaccharides BEC 1615 with a mean size of
15kDa. As compared to the polysaccharide (data not
shown), they were active in all experiments as shown
here: they inhibited CEMT4-adhesion on H,0,-
activated cells, and reduced the intracellular levels of
NO and iINOS. The OS contain mainly fucose
residues. Hydrolysis of the polysaccharide BEC1615
reveals the fucose residues which can undergo an
interaction with their receptor on skin endothelial
cells and inhibit the inflammatory processes. OS 1615
15kDa have no significant effect on HSKMEC
angiogenesis but they induce HSKMEC growth (data
not shown).

By controlling iNOS and consequently, the resulting
production of NO, it could be possible to protect
cells from ROS induced apoptosis. As direct end
products of NO regulation pathways, ROS are highly
toxic species, consequently they are aims to be
reduced in order to gain faster recovery after cell
injury or to achieve a protective effect by competing
with the induced level of NO.

This study has shown that oligo/polysaccharides
which contain fucose and rhamnose clearly display
anti-inflammatory  properties towards the skin
microvascular endothelial cells.
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Les autres molécules sont capables de moduler un ou plusieurs indicateurs d’inflammation
testés dans cette etude mais présentent globalement un effet moindre que les trois molécules

étudiées dans I’article.

Les résultats pour chaque molécule, y compris celles présentées dans I’article, sont présentés
sous forme de fiches individuelles (numérotées de 1 a 8). Chaque fiche rassemble les donnees

expérimentales obtenues dans les 5 types d’expériences réalisées :

A) Expériences d’adhésion

B) Dosage du NO intracellulaire

C) Marquage de iNOS intracellulaire
D) Test de prolifération

E) Exemple de résultats d’angiogénése

Afin d’en simplifier la lecture, les résultats sont récapitulés dans le tableau (page suivante).
Les concentrations les plus actives y sont indiquées et les résultats surlignés en bleu

concernent les trois molécules décrites dans I’article.

Les 2 polysaccharides, BEC 1645 (fiche 3A) et BEC 1615 (fiche 6A), n’ont pas d’effet
significatif sur le recrutement de lymphocytes par les HSKMEC quelle que soit la
concentration des molécules et I’état des cellules (traitées ou non par H,O,). Néanmoins, ils
diminuent le taux de NO a 0,1 et 10ng/ml, concentrations actives pour les 2 polysaccharides
(fiches 3B et 6B). La modulation du taux de iINOS par les polysaccharides reste a dechiffrer
car nous observons deux types de réponses. Les polysaccharides augmentent le taux de iNOS
a la concentration de 0,1ng/ml mais semblent le réduire a des concentrations supérieures
excepté a 10ng/ml pour BEC 1645 (fiche 3C). Les polysaccharides BEC 1645 (fiche 3D) et
BEC 1615 (fiche 6D) n’ont pas d’effet sur la croissance des cellules endothéliales de la peau
ni sur le processus d’angiogénése contrairement a BEC 441 (fiche 1D).

Les oligosaccharides 1645 15 kDa (fiche 4A) baissent I’adhésion uniquement & la
concentration de 0,01ng/ml. lls diminuent faiblement le taux de NO aux concentrations
testées (fiche 4B). Ils diminuent également le taux iNOS a 0,1ng/ml (fiche 4C).

Les oligosaccharides 1645 5 kDa diminuent I’adhésion lorsqu’ils sont utilisés aux
concentrations les plus faibles (0,01 et 0,1ng/ml) alors qu’ils I’augmentent aux concentrations
supérieures (1 et 10ng/ml) (fiche 5A). Bien que le taux de NO soit réduit pour
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Tableau récapitulatif des résultats obtenus avec les molécules BioEurope

Cases vides = pas adhésion Dosage NO Marquage INOS | angiogénése | Croissance
d’effet significatif intracellulaire | intracellulaire cellulaire
BEC 441 0,1ng/ml 1ng/ml ++ +

10ng/ml
PCA d’arginine 0,1ng/ml 1ng/ml +/-
10ng/ml 10ng/ml
Polysaccharides 0,1ng/ml 1ng/ml _
BEC 1645 10ng/ml
Oligosaccharides | 0,01ng/ml 0,1ng/ml +/—
1645 15 kDa
Oligosaccharides | 0,01ng/ml 0,1ng/ml
1645 5 kDa 0,1ng/ml 10ng/ml
Polysaccharides 10ng/ml 10ng/ml _
BEC 1615
Oligosaccharides | 0,01ng/ml 0,1ng/ml 0,1ng/ml + +
1615 15 kDa 10ng/ml 10ng/ml 10ng/mi
Oligosaccharides 0,1ng/ml
1645 5 kDa 10ng/ml
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les concentrations les plus fortes en oligosaccharides, le taux de iNOS augmente aux mémes
concentrations (fiches 5B et 5C).

Quant aux oligosaccharides 1615 5 kDa, ils ne sont actifs que sur le taux de NO intracellulaire
aux concentrations les plus élevées. Cette baisse n’est pas reliée au taux de iNOS, qui au

contraire, tend a augmenter aux mémes concentrations.
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Fiche 1.

Polysaccharides BEC441

;. —— Avec H,O —— Avec H,O
A) Adhésion sans H.0, B) Dosage de NO — SansH,0,
IFr
57 400
w4
Q 300
w
) 200
32 /\’/i\‘
o
2 1] 100
0 T T T T — 0 T T T T T
Témoin 0,01 01 1 10 en ng/ml Témoin 0,01 0,1 1 10 en ng/ml
= Témoin sans molécules
C) Marquage de iNOS D) Test de croissance — 10pg/ml
—— Avec H,0, — 100pg/ml
— Sans H,0, — 1ng/ml
IFr —
LT 400000 — 10ng/ml
30 4 300000 -
20 200000 1
10 + 100000 -
0 I I T T T ‘ 0 I I I I
Témoin 001 01 1 10 en ng/ml To 24h 48h 72h

Temps de culture en heures

E) Angiogénese

Témoin matrigel
sans molécules
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Nbre de CEMT4/CE

A) Adhésion

Fiche 2.
PCA d’arginine

IFr 40 §

30 4

20

10 4

I T I 1
Témoin 0,01 0,1

C) Marquage de iNOS

| I I
Témoin 0,01 0,1

Témoin matrigel
sans molécules

24h

—— Avec H,0O —— Avec H,0,
— Sans H,0, B) Dosage de NO —— Sans H,0,
IFr
400
300
200
100
! 0 | | | | |
10 en ng/ml Témoin 0,01 01 1 10 en ng/ml
= TEmoin sans molécules
D) Test de croissance — 10pg/ml
— Avec H,0 — 100pg/ml
s S IFr ~— 1ng/ml
—— Sans H,0,
400000 — 10ng/ml
300000 -
200000 -
100000 -
[ i 0 | | | |
10 en ng/mi T, 24h 48h 72h
Temps de culture en heures
E) Angiogénese
0,01 0,1 1 10 ng/ml




Nbre de CEMT4/CE

IFr

6h30

Fiche 3.

Polysaccharides BEC 1645

Avec H,0,
—— Sans H,0,
A) Adhésion — Avec H,0, B) Dosage de NO
—— Sans H,0,
5 [Fr 400
! 30 '\'\./i\.
. ‘\i—H'/{ ‘\(—/”/I\I
200 4
2 0/‘{\5_/—(?/‘{
1 100 4
0 | | i i | 0 | | | | i
Temoin 0,01 01 1 10 en ng/ml Témoin 0,01 0,1 1 10 en ng/ml
= Témoin sans molécules
C) Marquage de iNOS D) Test de croissance iggg;’;‘r'm
40, —— Avec H,0, _— lng/mlI
—— Sans H202 IFr 400000 - 10ng/m

30 |

300000 1
ol ‘—/\r/‘

200000 {
. 100000 |
0 | | | | | 0 I I I I

Témoin 0,01 0,1 1 10 en ng/ml T, 24h 48h 72h

Témoin matrigel
sans molécules

Temps de culture en heures

E) Angiogénese




Fiche 4.
Oligosaccharides 1645 15kDa

Ao B)D N —— Avec H,0,
A) Adhésion — AvecH,0, ) Dosage de NO — SansH,0,
—— Sans H,0,
5 IFr 400 -
8 a w| w4
il M\x
s !\‘/./-l——\!
4 200 -
$el . . 13
©
E 100 1
0 ' ' l ' T 0 [ [ [ [ |
Temoin 0,01 01 1 10 en ng/ml Témoin 0,01 0.1 1 10 en ng/ml
= TEmoin sans molécules
C) Marquage de iNOS D) Test de croissance  —— 10pg/ml
—— Avec H,0, — 100pg/ml
—— Sans H,0, —— 1ng/ml
Fr a0 1 400000 - — 10ng/ml
30 300000 -
10 100000 A
0 T T T T — 0 T T T I
Témoin 0,01 01 1 10 en ng/ml T, 24h 48h 72h

Temps de culture en heures

E) Angiogénese

Témoin matrigel
sans molécules
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Fiche 5.
Oligosaccharides 1645 5 kDa

Avec H,0,
A) Adhésion — Avec H,0, B) Dosage de NO — Sans 0,
—— Sans H,0,
IFr 400 |
5
w
: \}\/ 300 4 ‘\.———n/'\i
<
=
2 3 ‘\/0’/\!
w 200 -
0
o 2
el
o 100 -
al
z
0 T 1 T 1 T ° 1 1 1 1 1
Témoin 001 01 1 10 en ng/ml Témoin 001 01 1 10 en ng/ml
C) Marquage de iNOS D) Test de croissance = Témoin sans molécuies
— 10pg/ml
— 100pg/ml
—— Avec H,0, —— Ingiml
—— Sans H202 IFr 500000 - - 10ng/m|
IFr 40,

400000 -

'//'\._/-/. 300000 -
209 ‘\"\-o—_—o\‘
200000 -

104

30 4

100000 4

0 T T i 1 | — 0
T
Témoin 0,01 0,1 1 10 en ng/ml T, 24h 48h 72h

Temps de culture en heures

E) Angiogénese

Témoin matrigel
sans molécules 0,01 0,1 1 10  ng/ml




_ Fiche 6.
Polysaccharides BEC 1615

AGi —— Avec H,0,
A) Adhésion Avec H,0, B) Dosage de NO Sans H.0,
—— Sans H,0,
59 IFr 400 -
w 44
[ S T
<
E 34 — 5 —F ==
w
0 200 1
By
9
g 14 100 -
0 | | i i I 0 | | | | |
Témoin 0,01 0,1 1 10 en ng/ml Témoin 0,01 01 1 10 en ng/ml
C) Marquage de iNOS D) Test de croissance . )
= Témoin sans molécules
Avec H.O — 10pg/ml
VEC HoYs — 100pg/ml
—— Sans H,0, ——— Ing/ml
— 10ng/ml
IEr 40 - IFr 400000 g
30 | \/\\ 300000 A
20 | ‘—""—"\.\’ 200000 -
101 100000 -
0+ | | | | 0 | | ] I
Témoin 001 01 1 10 en ng/ml To 24h 48h 72h

Temps de culture en heures

E) Angiogénése

Témoin matrigel
sans molécules 0,01 01 1 10  ng/ml




Fiche 7.
Oligosaccharides 1615 15kDa

A) Adhésion B) Dosage de NO
—— Avec H,0, —— Avec H,0,
—— Sans H,0, —— Sans H,0,
" 5 IFr 400 -
o
= 4
E {\‘/.\.\‘ * M
] 3 \//\
13) 200 -
> i\;_’\/o
T
o 100
5 !
pa
0 T T T T — 0 T T 1 1 T
Témoin 0,01 0,1 1 10 en ng/ml Témoin 0,01 0,1 1 10 en ng/ml
C) Marquage de iNOS D) Test de croissance === Témoin sans molécules
— 10pg/ml
— 100pg/ml
—— Avec H,0, ~— 1ng/ml
—— Sans H,0, —— 10ng/ml
Fr 4o F 1000
1 300000
1 : > 200000
] 100000
0 1 1 1 |‘ 0 I I I I
Témoin 0,01 0,1 1 10 en ng/ml T, 24h 48h 72h

Temps de culture en heure

E) Angiogénese

Témoin matrigel
sans molécules




Fiche 8.
Oligosaccharides 1615 5kDa

.. —— Avec H,0,
A) Adhésion Avec H,0, B) Dosage de NO — SansH,0,
—— Sans H,0,
5 IFr 400 -
0
3 4 300 1
S %
3
w
0 /\i\k_—{ 200
0 21
T
| 100
o}
P
0 1 1 T T T 0 T T T T T
Témoin 0,01 0,1 1 10 en ng/ml Témoin 0,01 0,1 1 10 en ng/ml

C) Marquage de iNOS D) Test de croissance . )
= Témoin sans molécules
— 10pg/ml
—— Avec H,0,
— 100pg/ml
—— Sans H,0, —— Ingiml
IFr 40 - IFr 400000 - — 10ng/ml
30 1 .———-\/ 300000 -
20 1 *\‘\‘\’_‘ 200000 A
101 100000 -
0+ T T T r 0 I I I |
Témoin 001 01 1 10 en ng/ml T 24h 48h 72h

Temps de culture en heures

E) Angiogénese

Témoin matrigel
sans molécules
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3 Discussion et perspectives
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Les polysaccharides BEC 441 et BEC 1645 ont des effets similaires sur I’adhésion cellulaire,
les taux de NO et iINOS bien qu’ils présentent des comportements différents dans les
expériences d’angiogénese et de croissance cellulaire. Tandis que les polysaccharides BEC
441 favorisent significativement I’angiogenese et la croissance des cellules endothéliales de la
peau, les polysaccharides BEC 1645 n’ont aucun effet sur ces deux parameétres. Les
polysaccharides BEC 1615 diminuent uniquement le taux de NO et présentent par conséquent,
une action limitée comparativement aux deux autres polysaccharides.

Ces différences s’expliquent par leur composition en sucres et par la position des sucres dans
la chaine saccharidique.

BEC 441 BEC 1645

rhamnose

Les polysaccharides BEC 441 sont riches en residus rhamnose mais contiennent également du
galactose, sucre commun avec les polysaccharides BEC 1645. Ces deux polysaccharides
montrent des activités similaires sur le recrutement lymphocytaire et la modulation du
systeme NO/iINOS mais seuls les polysaccharides BEC 441 favorisent la croissance des
cellules endothéliales de la peau ainsi que le processus d’angiogéenese par ces cellules. Ces
dernieres activités peuvent étre attribuées a la présence de rhamnose dans le BEC 441.

La présence de fucose est le point commun entre les polysaccharides BEC 1645 et BEC 1615.
Les polysaccharides BEC 1615 ont une faible activité comparativement aux deux autres
polysaccharides. Ils agissent uniquement sur les taux de iINOS et NO. La présence de fucose
peut leur conférer ces propriétés communes avec BEC 1645 mais la présence de glucose ne
semble pas avoir d’influence sur I’activité globale des polysaccharides BEC 1615.

Concernant les oligosaccharides dérivés obtenus par hydrolyse des polysaccharides, leurs
réponses varient en fonction de la composition en sucres mais aussi en fonction de la taille des

molécules.
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Si on compare les oligosaccharides des deux familles différentes BEC 1645 et BEC 1615 de
masse moléculaire moyenne de 15 kDa, ils montrent une nette différence d’activité attribuable
a la différence de composition. Les oligosaccharides 1615 15 kDa présentent des effets dans
toutes les expériences tandis que les oligosaccharides 1645 15 kDa montrent des effets
moindres. Les oligosaccharides de masse moléculaire égale a 5 kDa, qu’ils soient dérivés de
BEC 1645 et BEC 1615, montrent une activité modérée vis-a-vis des cellules endothéliales de
la peau dans les expériences réalisées dans cette étude. A concentration molaire égale, les
oligosaccharides de 15 kDa sont plus actifs que ceux de 5 kDa. Cet effet est observé dans les
deux familles 1645 et 1615.

L’hydrolyse des polysaccharides est aléatoire, les oligosaccharides résultants sont de masse
moyenne identiqgue mais les coupures dans la chaine principale liberent probablement des
résidus sucres jusqu’alors masqués et indisponibles. Ces résidus peuvent étre alors présentés
aux récepteurs de sucre présents sur les cellules endothéliales. La coupure libére des résidus
fucose ou acide glucuronique pour les oligosaccharides 1645 et 1615. La combinaison des
résidus fucose-galactose ou fucose-glucose expliquerait la différence de réponse entre les
deux familles de sucres, et la libération des résidus aprés hydrolyse augmenterait I’effet des
oligosaccharides par rapport aux polysaccharides en permettant une meilleure présentation au
récepteur.

Afin de rétablir la cascade cellulaire se produisant in vivo (cf. chapitre 1l 8§ 13.1.2), des
milieux conditionnés de kératinocytes incubés au préalable avec les oligo/polysaccharides
seront testés sur les cellules endothéliales de la peau afin de comparer les effets directs et
indirects de ces sucres sur I’inflammation cutanée. De plus, de nouveaux polysaccharides
pourront étre produits afin d’identifier et de comparer les effets des différents sucre les
constituant dans le but d’essayer de leur attribuer une activité spécifique (ex, rhamnose sur
angiogénese).

Ces études illustrent I’intérét de lignées spécifiques humaines, plus particuliérement
I’endothélium de la peau, permettant des études appliquées de molécules potentiellement

actives dans I’inflammation cutanée.
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V Conclusion Générale
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Ce travail a mis en évidence la participation des chimiokines a I’organo-spécificité de
I’endothélium grace a I’utilisation de lignées cellulaires spécifiques d’organes humains.

Ce travail s’inscrit a long terme dans les nouvelles stratégies de thérapie cellulaire.

En effet, les cellules cancéreuses utilisent les mémes moyens de reconnaissance pour envahir
de nouveaux tissus que les leucocytes pour I'immunosurveillance. Comprendre les signaux
d’adressage des leucocytes a des sites particuliers c’est également, s’approcher de la
compréhension des mécanismes d’adressage des métastases dans les tissus cibles.

Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes intéressés plus particulierement aux roles
joués par des chimiokines dans la spécificité de I’endothélium. Aujourd’hui les fonctions des
chimiokines depassent la fonction premiére qui leur a été attribuée et qui leur a valu leur nom,
c’est a dire leur capacité a attirer spécifiguement certaines populations de cellules circulantes.
En effet, elles sont impliquées dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques
et agissent a différents niveaux de la réponse cellulaire.

Ainsi, nous avons montré que la seule présence du récepteur ne justifie pas la spécificité
d’action de la chimiokine et démontré I’importance du microenvironnement pour la
specificité. Cependant, méme si d’autres structures sont fondamentales pour la biologie des
chimiokines (GAGS), les chimiokines produisent leurs effets biologiques par signal via leurs
récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G. Ainsi, le blocage de
I’interaction chimiokine/récepteur par un anticorps ou une molécule antagoniste pourrait
constituer un nouveau moyen d’inhiber la réponse cellulaire induite par la liaison de la
chimiokine & son récepteur ou encore enrayer I’invasion des cellules tumorales dans les tissus
sains. Ceci a un impact pour le ciblage de thérapies puisque nous avons pu mettre en évidence
la spécificité d’action de certaines chimiokines vis a vis de lignées endothéliales particulieres.
En effet, cette spécificité d’action a été démontrée au niveau de phénomenes biologiques
reflétant les fonctions premieres des cellules endothéliales tels que le recrutement de
lymphocytes ou leur capacité a former de nouveaux vaisseaux.

Par conséquent, d’apres ces premiers résultats, il est envisageable de considérer certaines
chimiokines comme un moyen de cibler une cellule ou un tissu.

Puisque la fixation d’une chimiokine & une cellule endothéliale n’est pas directement corrélée
a I’expression du récepteur a la surface, nous avons examiné les possibilités de présentation
des chimiokines par les cellules endothéliales via les ligands putatifs de la surface cellulaire et
en particulier les GAGs. De nombreux travaux montrent que ces structures participent
pleinement a la biologie des chimiokines en favorisant leur interaction avec leur récepteur

specifique. De plus, les GAGs participent a I’organo-spécificité de I’endothélium car leur
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composition varie en fonction de I’organe considéré. Les chimiokines, leurs récepteurs et les
GAGs forment un systeme complexe et hautement régulé avec des associations bien
spécifiques conférant des propriétés particulieres a I’endothélium. Cette piste de recherche
doit étre explorée afin de mieux comprendre comment de multiples acteurs peuvent opérer
ensemble pour donner la spécificité a un endothélium donné.

Comme nous I’avons vu, les chimiokines agissent egalement sur le processus d’angiogénese.
L’utilisation de chimiokines anti-angiogéniques pourrait permettre de déstabiliser le réseau
vasculaire tumoral et ainsi asphyxier localement la tumeur. Au contraire, les chimiokines pro-
angiogéniques pourraient participer a la réparation de tissus lésés en favorisant la
revascularisation de ces derniers.

En outre, les chimiokines stimulent les cellules effectrices du systéme immunitaire. Elles
attirent spécifiquement les leucocytes dont les cellules tueuses NK. Les NK présentent a leur
surface des récepteurs de chimiokines (ex : CX3CR1), leur recrutement pourrait donc étre
favorisé dans un site particulier, comme une tumeur. Ils exerceraient alors leur activité
cytolytique en détruisant soit les cellules tumorales, soit les cellules endothéliales des
vaisseaux irriguant la tumeur. Les résultats de I’article intitulé «Human natural Killer cells
kill organo-specific endothelial cells: analysis of the adhesion and cytotoxic
mechanisms» présenté en annexe 2 et accepté pour publication dans le journal «Journal of
Immunology», montrent que les NK peuvent adherer et tuer les cellules endothéliales. Les
cellules NK activées par I’interleukine 2 sont capables de se lier préférentiellement aux
cellules endothéliales dérivées d’organes lymphoides tels que les cellules de ganglions
lymphatiques périphériques ou mésentériques. Ces résultats montrent que I’action des NK
peut étre spécifique de I’organe et peut donc constituer une nouvelle voie d’investigation pour

de nouveaux traitements anti-cancéreux.

La deuxieme partie du manuscrit montre que nous disposons d’un outil de choix pour des
études plus appliquées, notamment dans le domaine de la cosmétologie ou pharmacologie. La
lignée de cellules endothéliales de la peau a permis d’évaluer les propriétés potentiellement
anti-inflammatoires et anti-oxydantes des molécules produites par la société BioEurope. Cette
approche permet de pré-sélectionner des molécules potentiellement actives in vitro dans des
modeles d’études variés comme leur action sur le recrutement de lymphocytes ou encore leur
role sur le taux de NO et iNOS intracellulaire. Ce modéle permet donc un criblage de
molécules permettant d’envisager le développement de médicaments et de mener des essais in

vivo puis cliniques. Ainsi nous avons mis en évidence et sélectionné 3 molécules dont les
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propriétés se révelent intéressantes mais nécessitant cependant de plus amples investigations

pour le développement futur.
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Abstract

The variability and adaptability of tumor cells allow their tissue escape despite the efficient body defence. Tumor
cells use vessels 1) for nutrition 2) for routing through blood and lymph circulation 3) to invade selected
secondary sites. The molecular mechanisms that regulate both 1) endothelial cell growth under tumor induction
and 2) reciprocal recognition between endothelial cells and blood borne tumor cells are crucial to elucidate.

Tumor cells use normal cells properties to be recognized by normal endothelial cells but endothelium is highly
organo specific; it is further modulated by the microenvironmental factors, as it reflects the biological state.

This will be particularly illustrated by the adhesion/invasion molecules and the early signals of recruitment as
achieved by the local expression and the presentation’s ways of chemokines to actively attract circulating
partners. Refined cell and molecular interactions are insured by sugar-mediated recognitions since glycosylation
is the post-translational transformation that confers to glycoconjugates their structural specific identity as
recognitions signals. Advantage could be taken of such specific characters as a way to design targeted anti tumor
therapy strategies.
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Tumor-endothelial cell cross talk : chemokines and specificity

Introduction

Vascular endothelial cells (ECs) play a key role in numerous physiological processes as lymphocyte
trafficking, angiogenesis but also in pathological processes as inflammation (1), autoimmune diseases (2) or
metastasis (3). Tumour cell migration and metastasis share many similarities with leukocyte trafficking :
blood circulating cells are recognised by endothelial cells which allow them to enter in the surrounding
tissue, this is achieved in a tissue-specific manner. For example, naive T cells extravasate better in peripheral
lymph nodes and naive B cells, in Peyer’s patches (4). In the same way, metastasis is not a random process
and some tumors show specific metastatic sites (5). Breast cancer secondary localisation favours regional
Ilymph nodes, bone marrow, lung and liver. Malignant melanoma has a similar pattern but also has a high
incidence in skin metastasis. Prostate cancer metastases also favour the bone marrow.

A better understanding of the mechanisms which control the organo-selectivity would give keys to
immunotherapy (6,7), targeted drug therapy (8) and cell therapy designs.

Although all vascular endothelial cells share certain common functions, it has become clear that considerable
heterogeneity exists both structurally and functionally (9,10) along the length of the vascular tree and in the
microvascular beds of various organs (11-14). The structural heterogeneity of ECs is a perfect example of their
adaptation to the unique demands of the surrounding tissue (15). ECs can form a tight continuous monolayer in
organs such as the brain or the lungs, where they perform important barrier functions. Alternatively, they can
form a discontinuous layer with intercellular gaps or fenestrae in organs such as kidney, spleen, or bone marrow,
where rapid exchange of fluid, particles, and cells takes place. According to this, secondary lymphoid organs
(with the exception of spleen) have high endothelial cells (HECs) walled venules that are specialized
postcapillaries supporting high levels of lymphocyte extravasation from the blood (16).

ECs from diverse tissues are also heterogeneous with respect to their surface phenotype and protein expression.
(13) (17) (18) (19). However, one of the clearest examples of EC heterogeneity lies in the expression of homing
receptors involved in cell trafficking. As these properties are used in a comparable way in pathological situations
and, in particular, for the cancer cells dissemination. This chapter will review the normal homing selectivity
confered by the endothelium organospecificity and its microenvironment dependency provided by the
chemokine modulation, presentation and activities.

1. The multiple steps of the homing process cooperate to provide specificity

Successful defense of the body against foreign invasion is critically dependent on the presence of
lymphocyte clones with the right antigen specificity at the right position at the right time. For this, naive and
mature T and B cells recirculate continuously through the body, going from blood to tissue and back to the
bloodstream again (20). In contrast to naive lymphocytes, memory effector lymphocytes can access to non-
lymphoid effector sites and display restricted, often tissue-selective, migration behaviour (21). Distinct subsets
of memory-effector cells exist with tissue-selective patterns of migration (22) (23). The recirculation is guided
by lymphocyte-endothelial cells recognition and subsequent diapedesis, directing lymphocyte homing (4) (21)
(24). Thus, lymphocyte- endothelial cells interaction is a central regulatory point in the immune system,
controlling the access of specialized lymphocyte subsets to particular tissues and influencing the nature of local
immune and inflammatory responses. At the molecular level, this process is regulated by spatio-temporarily
expressed adhesion molecules (25), present on both circulating leukocytes and on endothelial cells and in concert
with chemokines.

A multi-step model of leukocyte adhesion to vascular endothelium was first provided (21) (26) (27) and is

broadly applicable in different tissues, although the details of the signals involved differ. Recirculation begins
with blood lymphocytes interacting transiently and reversibly with the vascular endothelium through villous-
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expressed adhesion receptors in a process called rolling. These receptors can be either selectins (28), which
interact with carbohydrate epitopes of addressins, or, less commonly, members of the immunoglobulin (1g)
superfamily, which bind leukocyte integrins (29) (30) (31). Rolling brings lymphocytes into contact with the
endothelium where they can sample the surface for activating factors. Activating factors (often chemokines for
lymphocytes) bind to specific G protein-coupled receptors on the rolling lymphocytes (32) (33) and trigger rapid
activation of integrin receptors on the leukocyte surface. These activated integrins promote the leukocytes arrest
and firm adhesion by binding their Ig-family ligands on the endothelium (34) (35). In the presence of the
appropriate migratory signals, the leukocyte will then migrate across the endothelium into tissue, where tissue-
associated chemokine gradients may also direct localisation.

As illustrated by the following exemples, the homing organo-selectivity is due to the expression of specific
molecules.

1.1 The adhesion molecules, selectins and addressins

For blood lymphocytes early interaction with the vascular endothelium, a decisive contact between
circulating cell and microvascular endothelial cell, is described to be mediated by both inducible E-selectin
and P-selectin on the endothelial cells (36) (37) (38,39) (40-43) and L-selectin on circulating cell (44).

The selectins : E-selectin and P-selectin are quite generally distributed among endothelial cells and
consequently can participate to a regio selective reaction through the modulation of their degree and time of
expression. This prompted the search for distinctive signals that were evidenced by help of an in vitro model for
endothelial cell comparisons (45) (9).

A particular E-selectin ligand is the cutaneous lymphocyte associated antigen (CLA) (46) (43). The CLA ligand
defines a skin-associated population of memory T cells that preferentially extravasate at normal (47) and
chronically inflamed cutaneous sites (48) and has been shown to be involved in local immunity and
inflammatory cutaneous reactions (49). The first evidence that a skin-homing subset exists came with the
observation that a majority (40-90%) of the T lymphocytes in normal and inflammatory skin lesions express the
CLA (48) (47) (50). In contrast, CLA T cells constitute only 10-15% of the pool of circulating T cells and never
exceed 5% of lymphocytes within non-cutaneous inflamed sites (48) (51). CLA is a carbohydrate antigen that is
closely related to the sialyl Lewis x antigen (sLex) (4) (52) (48). Interestingly, mycosis fungoides and other
subtypes of cutaneous lymphomas express CLA (48) (53) (54) but not the mucosal homing receptor a437. The
highly selective expression of CLA on cutaneous T-cell lymphomas suggests that CLA mediates the skin-
specific dissemination of these lymphomas in vivo. However, CLA E-selectin binding cannot fully explain the
skin-specific homing of CLA memory T cells. Neutrophils express CLA (55) but they do not preferentially
migrate to skin and E-selectin is induced on inflamed endothelium in both cutaneous and non-cutaneous sites
(28). As we will see later, another step in the homing cascade is necessary to reach the specificity of skin homing
and implies the chemokines CTACK and TARC.

Specific recognitions due to the leukocyte L-selectin (56) (57) (58) gets to be regio-selective despite its
large distribution. This is attributed to its ligands (vascular addressins) of which expression is restricted among
endothelial cells according to the tissues and the wvessels. Addressins are mucin-type or mixed
mucin/immunoglobulin-type glycoproteins (59) (60) (61) (62) (63) (64).

The addressins provide the regio-selectivity to selectin recognition because they are differentially expressed on
the endothelium, depending upon its tissue origin (65) (62,66,67). Furthermore, their structure is highly
modulated by the microenvironnement at the post-translational level (15). To become high affinity L-selectin
ligands, they must undergo proper glycosylation, especially the most common sugar epitopes recognized by L-
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selectin : sialyl Lewis x (CD15s) and its sulphated form, presented by appropriate mucin-type proteins
(GlyCAM-1, MadCAM-1 or CD34). In the mouse, typical peripheral lymph node addressins (PNAdS) are
GlyCAM-1 (65,68), CD34 and Sgp200 (sulphated glycoprotein of 200 kD) (25) (65,69). Typical mucosal
addressin is MAdCAM-1, which has been found first in mouse (25) (15,70) (71) and further in human
endothelial cells (72). MAdCAM-1 is almost completely confined to mucosal and related vessels and is thus one
of the few examples of endothelial adhesion molecules that is restricted to a particular tissue. In addition to being
recognized by L-selectin through its sialomucin sugar residues (60,72,73), MAdCAM-1 molecule possesses an
immunoglobulin-like domain which interacts with the a4p7-integrin homing receptor of lymphocytes (30) and
thus can mediate both rolling and stable adhesion. Consequently, lymphocytes homing to gut is critically
dependent on interaction between the lymphocyte o4f7-integrin and its receptor MAJCAM-1 expressed on
mucosal vessels (30). Lymphocytes interactions with MAdCAM-1 are particularly complex, because they
depend upon its glycosylation state. Thus, Peyer’s patches HEC- MAdCAM-1 is decorated with unique
oligosaccharide determinants that allow it to serve as a ligand for L-selectin and thereby to mediate rolling of
naive lymphocytes. In contrast, in the lamina propria, initial rolling interactions between activated lymphocytes
and endothelial cells are apparently mediated by binding of the a4B7-integrin to immunoglobulin-like domains
of MAACAM-1. At both locations, a4pB7-integrin-MAdCAML interaction and possibly LFA-1 secure firm
lymphocyte adhesion. The predominant role proposed for a4f7-integrin in mucosal homing has gained further
support from the observation that cell trafficking to mucosal lymphatic tissues is dramatically reduced in p7-
knockout animals (74). Moreover, gastrointestinal T-cell lymphomas express the mucosal homing receptor o437
(75) but not CLA.

1.2 The chemokines

In the second step of the cascade, chemokines and their receptors also help to control the homing
specificity.

The chemokines (chemotactic cytokines) are a large and growing family of nearly 50 6-14-kD proteins
that mediate a wide range of biological functions (76). The chemokines are divided into four families (CXC,CC
, C and CX3C) based on the position of four cysteine residues that form two disulfide bonds. Chemokine
receptors are consequently divided into four families based on the type of chemokine they bind, although no
clear structural differences could be identified that would distinguish the receptor subfamilies (77). Chemokines
play a vital role in leukocyte adhesion and extravasation. In various in vitro assays, chemokines support the
chemotaxis or transendothelial migration of leukocytes (76), while in vivo injection (78) or over-expression of
chemokines (79) results in leukocyte accumulation at the site of chemokine expression. Antagonists of
chemokines prevent leukocyte trafficking (80) and have beneficial effects in several acute and chronic
inflammatory models (81) (82). Chemokines also modulate angiogenesis (83), hematopoiesis (76), and T
lymphocyte activation (84) (85), and several act as co-receptors with CD4 for entry of M-tropic and T-tropic
HIV-1 (86) (87).

Interestingly, apart of their receptors, chemokines also interact with glycosaminoglycans (GAGs) on cell
surfaces. Chemokines have been shown to bind to purified subfractions of heparin in vitro (88), as well as to
naturally occurring GAGs such as heparan sulfate and chondroitin sulfate on the surface of endothelial cells both
in vitro (89) (90) (91) and in vivo (92). The ability of chemokines to bind to GAGs is thought to be critical for
chemokine biology. It has been proposed that the immobilization of chemokines by GAGs forms stable, solid-
phase chemokine foci and gradients necessary to direct leukocyte trafficking in vivo (93) (94). Binding of
chemokines to cell surface GAGs may also serve to increase their effective local concentration, and
consequently increase their binding to cell surface receptors (91). Additionally, GAG binding could potentially
influence chemokine t1/2 in vivo. Chemokines display specific affinity according to GAGs families (88),
consequently, a detailed understanding of chemokine-GAG interactions may be critical to appreciate functional
distinctions among chemokines.
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Recent studies have shown that certain constitutively expressed chemokines play, in conjunction with adhesion
receptors, an important role in regulating homeostatic lymphocyte recirculation through secondary lymphoid
organs, whereas others may help control tissue-specific targeting of lymphocytes to extralymphoid organs
(34,95) (96) (97) (98) (99) (100).

2. Chemokines as regio-specific chemoattractants
The CC chemokines and their receptors interplay

One example is the secondary lymphoid-tissue chemokine SLC, (6-CKine, CCL21) which is expressed
in the high endothelial venules (HEV) of lymph nodes and Peyer’s patches, in the T cell areas of spleen, lymph
nodes, and Peyer’s patches, and in the lymphatic endothelium of multiple organs (101) (102). SLC acts through
the receptor CCR7 (103). SLC is a highly efficacious chemoattractant for lymphocytes with preferential activity
toward naive T cells (101). Moreover, SLC induces firm adhesion of naive T lymphocytes via B2-integrin
binding to the counter receptor, intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), a necessary step for lymphocyte
recruitment. The only other molecule that has been demonstrated to activate lymphocyte f2 integrin is GlyCAM-
1, the L-selectin ligand expressed by endothelial cells in HEVs and secreted (104). It is possible that SLC and
GlyCAM-1 act cooperatively to stimulate the firm adhesion of lymphocytes to HEV. The importance of SLC in
T cell homing to secondary lymphoid organs is supported by the relative absence of T cells in the lymph nodes
and Peyer’s patches of plt mice (105) a spontaneous mutant strain deficient in the SLC gene expressed in high
endothelium (106) (107). Interestingly, when SLC is injected subcutaneously into plt mice, afferent lymph
apparently carries it into the draining node, where it is ultimately presented on the luminal surface of HEVS. In
such reconstituted plt mice, the ability of T cells to adhere to HEVs and enter the organ is restored (96).
Additionally, T cells homing in vivo in normal mice adhere almost exclusively to HEV sites presenting SLC
protein (95).

Moreover as described in the later paragraphs, this chemokine is highly significant in cancer because CCR7 and
its ligands CCL21 and CCL19 were shown recently to be involved in the metastasis process (108) (109) (110).

Another tissue-selective chemokine is the thymus-expressed chemokine -TECK (CCL25). TECK is
highly expressed in the small intestine (111-113) but not in other epithelia such as the digestive tract (including
stomach and colon), skin, lung, or salivary gland (98).The TECK receptor, CCR9 is expressed by discrete
subsets of circulating memory CD4" and CD8" lymphocytes expressing the intestinal homing receptor a4f7, but
not by other systemic memory lymphocyte subsets (111). This suggesting that CCR9 may be a receptor used
preferentially by lymphocytes involved in aspects of gut immunity. Moreover, CCR9 is expressed on
lymphocytes isolated from human small intestine (111). Together, this suggests a role for TECK and CCR9 in
the intestinal immune compartment, but the extent to which this chemokine receptor—ligand pair is specifically
associated with the intestinal versus other mucosal and epithelial sites remains to be deeper explored.

In the skin, two different chemokines play a critical part in homing specificity, Thymus and activation-
regulated chemokine TARC (CCL17) and Cutaneous T cell-attracting chemokine CTACK (CCL27). The
CC-chemokine receptor CCR4 on T lymphocytes and its ligand, TARC are implicated in lymphocyte—
endothelial cells interactions during lymphocyte recruitment to normal and inflamed cutaneous sites (99).
Immunohistochemistry suggests that TARC is constitutively expressed and inducible on cutaneous venules and
some other systemic venules, but is absent from vessels at sites of lymphocyte recruitment into the intestines.
Moreover, its receptor CCRA4 is highly expressed by CLA" circulating skin memory lymphocytes, but not by the
other memory cells, consistent with a role in tissue selective trafficking. In addition to lymphocyte arrest on
endothelium, CCR4 supports diapedesis and chemotaxis.

The CTACK chemokine is constitutively expressed by skin keratinocytes, also attracts cutaneous memory T
cells (100). CTACK binds to the receptor CCR10 which is also specifically expressed on circulating skin-
homing CLA" T lymphocytes. CTACK may be transcytosed and presented on the endothelium (92). CTACK
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can be induced by the proinflammatory cytokines TNF-a and IL-1B. CTACK and TARC can both support
homing of T cells to skin, and either one or the other is required for lymphocyte recruitment in cutaneous
delayed type hypersensitivity (114).

Malignancies (see below) as melanoma, which has a similar metastatic pattern as breast cancer but also a high
incidence of skin metastases, show high expression levels of CCR10 in addition to CXCR4 and CCR7 (109).

The mucosa-associated epithelial chemokine MEC (CCL28) seems to have an important role in
lymphocyte homing in extracutaneous epithelial tissues, including diverse mucosal organs. MEC mRNA is most
abundant in salivary gland, with strong expression in other mucosal sites (colon, trachea, and mammary gland).
Constitutively expressed by epithelial cells, MEC supports lymphocyte chemotaxis through CCR10 (97,115), a
known CTACK receptor but also through CCR3 (97).

Consequently, CC chemokines are a family of locally produced molecules that together with their receptors
expression and modulation and due to the various presentations modes they use to anchor themselves to the cell
surface can participate to define local specific characteristics.

The fractalkine (CX3CL1)

Compared to other chemokines, fractalkine has at least three unique features that make it to function as
a cell adhesion molecule : uniqgue CX3C chemokine to date, its three-dimensional structure differs from other
chemokines (116), it is a transmembrane molecule with a cytoplasmic tail that may transduce signal and has a
mucin domain.
Fractalkine and its receptor CX3CR1 are currently the only known members of the CX3C family (117) (118)
(129) (120).
Only CXCL16 (121) and fractalkine are membrane-anchored protein. The chemokine module is attached to the
cell membrane via a mucin-like stalk as a presentation vehicle (122) which extends the CX3C chemokine
domain to present it to flowing leukocytes.
Fractalkine induces chemotaxis of monocytes, T cells and natural killer cells (123) where the CX3CR1 receptor
is expressed (120) (119). Fractalkine and CX3CRL1 function as cell adhesion molecules under both static and
dynamic conditions (120) (123).
Unlike other chemokine/G-protein coupled receptor interactions that require signal transduction and integrin
activation for cell adhesion to occur, the adhesive interaction between fractalkine and CX3CR1 is independent of
signal transduction or integrin function (123) (124). Therefore, fractalkine and CX3CR1 provide an integrin-
independent mechanism for leukocyte migration.
Constitutively expressed in several lymphoid or peripheral tissues, mainly by endothelial cells (125) (126) (127)
it is mainly induced in reactive lymph nodes in the high endothelial venule (HEV) cells, dendritic cells (DCs),
follicular DCs, and a few germinal center lymphocytes (127). Fractalkine was expressed also in the skin (128)
and the brain (129) where it participate to the intercellular communication.
Fractalkine mediates natural Killer-dependent antitumor responses in vivo (130) and induces T-cell-dependent
antitumor immunity through chemoattraction and activation of in vivo dendritic cells (131) ( see below).

3 Chemokine-mediated endothelium activation participate to tumor cell dissemination.

3.1 The angiogenic response

The formation of vascular system is controlled by vasculogenesis and angiogenesis. Vasculogenesis is
the vessel formation from angioblast , the progenitor of endothelial cell lineage (132). Angiogenesis is the

development of a vascular system which requires degradation of basement membrane by proteases and invasion
of the surrounding extracellular matrix by proliferation, migration and differentiation of ECs (133). In normal
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conditions, angiogenesis is a restricted phenomenon such as wound healing and menstruation. This process
depends on the balance of proangiogenic and antiangiogenic factors (134,135). If the regulation of this balance
happens to be disrupted, angiogenesis can become a pathological process as it appears in cancers and/or other
diseases (136).

Some chemokines are angiogenic factors for ECs. Together with their receptors, chemokines regulate
angiogenesis in physiopathological processes (137) such as cancer progression (138), atherosclerosis (139) and
ischemia. Tumoral cells produce angiogenic factors like VEGF (140,141) which is able to activate ECs by
VEGF-receptor (142) to induce angiogenesis. The formation of new vessels to bring oxygen and nutrients is
required for tumor progression. Chemokines and their receptors act in cancer progression at several levels: by the
regulation of tumor invasion and cancer metastasis, by activation/suppression of a host tumor-specific
immunological response, by the stimulation of tumor cell proliferation in an autocrine fashion and by regulation
of tumor-associated angiogenesis.

3.2 Chemokine and their receptors as determinants for tumor invasion and cancer metastasis

The angiogenesis/metastasis relationship and the importance of the balance of angiostatic/angiogenic factors
were well documented (115,143,144).

In lymphocyte homing, chemokines partly control the good destination and non-random recirculation of
lymphocytes (145). Tumor cells also use chemokines and their receptors to determine metastatic destination. The
CXCR4 and CCRY7 receptors are involved in breast cancer metastasis (109). Their respective ligands,
CXCL12/SDF-1a (Stromal derived factor 1a) and CCL21/SLC are highly expressed in organs representing
the main destinations of breast cancer metastases CCR7 and its ligands CCL21 and CCL19/MIP-3 were shown
recently to be involved in metastasis (108-110). The chemokine receptor CCR7 was found highly expressed in
human breast cancer cells, malignant breast tumours and metastases (109). Breast cancer is characterized by a
distinct metastatic pattern involving the regional lymph nodes, bone marrow, lung and liver. The CCR7 ligands,
MIP-3B and SLC, exhibit peak levels of expression in organs representing the first destinations of breast cancer
metastasis. Wiley et al., (110) showed that expression of CCR7 enhanced metastasis of murine melanoma cells
to draining lymph nodes in mouse models and that inhibition of SLC blocked the metastasis to draining lymph
nodes. Malignant melanoma, which have a similar metastatic pattern as breast cancer but also a high incidence of
skin metastases, show high expression levels of CCR10 in addition to CXCR4 and CCR7 (109).

The 1L8 chemokine is up-regulated by inflammatory stimuli or by reduced microenvironmental oxygen pressure
in glioblastomas and modulate different metastatic phenotypes associated with metastasis progression of colon
carcinoma (146). The CXCR4 receptor is up-regulated by microenvironment of colon carcinoma and participate
to proliferation and migration of micrometastases (147).

Taking into account their organospecificity (9,148), ECs express distinct chemokine receptors according to the
line or organ origin (149). The combination of chemokine/chemokine receptors distribution, and cross-talk could
in part explain the organo-specificity and open new ways for antitumor therapy.

3.3 Chemokines act as autocrine tumor growth factors

Some chemokines are able to stimulate proliferation of tumor cells by binding to cell surface specific
receptors. IL8 is an autocrine factor in numerous types of cancers: malignant melanoma (150) colon carcinoma
(151) neuroblastoma (152). It was shown in vitro that the CXC chemokine Growth regulated-oncogene GRO is
mitogenic for malignant melanoma cell lines (153,154).

Furthermore, they can act as angiogenic factors interacting with specific receptors on ECs or by recruiting cells
that produce angiogenic and mitogenic factors.
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3.4 Chemokines in tumor angiogenesis

The presence of physiologic and pathological angiogenesis is usually associated with inflammatory cell
infiltrate. The relationship between angiogenesis and leukocyte infiltration in tumor growth, cardiovascular
disease, chronic inflammation and wound healing is largely documented. The coordination of angiogenesis and
inflammation is achieved by the ability of both ECs and leukocytes to respond to chemokines.

Chemokines are especially expressed by ECs in a timely and spatially restricted fashion (145) in order to
regulate the recruitment of specific leukocytes and cell homing. Moreover, ECs express chemokine receptors.
The role of a specific chemokine/chemokine receptor couple in the modulation of angiogenesis has been
illustrated (155).

Among the chemokine families, some CXC chemokines are identified as regulators of angiogenesis, acting
either as angiogenic or angiostatic factors (156). It seems that the presence of ELR motif correlates with an
angiogenic activity (157,158). The CXC chemokines are divided in two groups: ELR+ and ELR- (Glu-Leu-Arg).
The involvement of this motif in angiogenesis was shown by mutagenesis experiments with an ELR+
chemokine, IL8 and an ELR- chemokine, Mig.

The Pro-angiogenic chemokines

The CXC chemokines :

-ELR+ chemokines as IL8 which was the first chemokine shown to stimulate endothelial cell chemotaxis,
proliferation and in vivo angiogenesis (159).

-ELR — chemokines . SDF-1a. (CXCL12) and GRO-B (CXCL2) (160) are the few some exceptions which
possess angiogenic activity without ELR motif.

The CC chemokines : CCL2 (MCP-1) is positive mediator of angiogenesis and can directly contribute to tumor
progression (161).

The CX3C chemokines : fractalkine has a positive effect on angiogenesis in rheumatoid arthritis (162).

The anti-angiogenic chemokines

The IP-10, Mig, PF4 chemokines inhibit endothelial cell proliferation and angiogenesis, by specific inhibition of
growth factor-stimulated endothelial cell proliferation (163). SLC has an anti-tumoral effect by its angiostatic
activity and chemoattraction of CD8" T and NK cells.

Hypoxia is a prevalent parameter in many tumors, it contributes to aggressiveness and is one of the
major reasons for treatment failure. In the hypoxic tumoral environment, cells must adapt a strategy to activate
expression of genes involved in oxygen delivery (angiogenesis) and metabolic adaptation. The cellular response
to hypoxia is controlled in part by the hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) transcription factor (164) so this factor
is an important target for cancer chemotherapy (165). In this environment, the balance of angiogenic and
angiostatic factors is disturbed.

Chemokine receptors and chemokines act in order to restore locally angiogenesis because low oxygen
level induces high expression of the receptors.

This was described for CXCL12 receptor: CXCR4 (166) and RANTES contribution to the growth of murine
mammary carcinoma (167).

4. Conclusion : Perspectives for Cancer therapy designs

Activation/suppression of tumor-specific immunological response:

Immunotherapy research is developing of tumor vaccines. Some chemokines, especially from the CC
family are able to activate a tumor-specific immune response because of their chemotactic properties towards
monocytes, dendritic cells and T-cells, the specific cells of immunity. Immuno-modulating factors produced in
the microenvironment of a tumor could potentially determine whether or not an immune response can take place
and what kind of immune cells will be recruited. Dendritic cells according to their maturation state, respond to
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different chemokines (168). So, the local production of one chemokine can influence the class of the immune
response initiated as for example, CCL21/SLC was shown to mediate T-cell-dependent antitumor responses in
vivo (169).

Inhibition of angiogenesis

A major focus of angiogenesis research has been the control of tumor growth in order to develop new
therapeutic tools (170). One strategy consist to asphyxiation of tumor by inhibiting the role of angiogenic
factors. Some reviews discuss applications of inhibitors of angiogenesis (171,172). An anti-cancer therapy is
illustrated by the anti-tumor effect of some chemokines , acting as anti-angiogenic factors and attracting immune
effector cells to the tumor site, as SLC-ELC (173,174).

Block interaction chemokine-chemokine receptor

A way is to inhibit the interaction of a chemokine receptor with its ligand with antibody or antagonist
peptides. As such, CXCR4 antagonists inhibit primary brain tumor growth (175). Recent cancer immunotherapy
uses cytokine-and chemokine-based gene therapy (176). Chemokine-cytokine fusion proteins are new
therapeutic tools, designed to suppress growth and dissemination of metastases (177,178).
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Abstract

Human organo-specific microvascular endothelial cells were established and used in the present study in
order to investigate their susceptibility to NK-induced lysis. Our data indicate that although IL-2-stimulated
NK cells quite differently adhered to human peripheral (HPLNEC.B3), mesenteric lymph node (HMLNEC),
brain (HBrMEC), lung (HLMEC) and skin (HSKMEC-1) endothelial cells, they significantly Killed these
cells. However, no direct correlation was observed between adhesion pattern and the differential
susceptibility to NK-mediated Killing. Using different chelators, we could demonstrate that the necessary
adhesion step was governed by an Mg2+ dependent but Ca2+ independent mechanism as opposed to the
subsequent Ca2+ dependent killing.

In order to identify the cytotoxic pathway used by NK cells, the involvement of the classical and alternate
pathways was approached. Blocking Ca2+ dependent cytotoxicity pathway by EGTA/MgCI2 resulted in a
significant inhibition of endothelial target cell killing suggesting a predominant role of perforin/granzyme
pathway. Furthermore, using confocal microscopy, we demonstrated that the interaction between NK
effectors and endothelial cells induced cytochrome c release and BID translocation in target cells indicating
an involvement of the mitochondrial pathway in NK-induced endothelial cell death. In addition, while all
tested cells were sensitive to the cytotoxic action of TNF, no susceptibility to TRAIL and to anti-Fas mAb
(7C11) was observed. These studies emphasize that human NK-cell cytotoxicity towards endothelial cells

may be a potential therapeutical tool to induce vascular injury in various diseases.

Key words: endothelial cells, natural Killer cells, cytotoxicity, adhesion.

Introduction

Natural killer cells are innate effector cells playing a
critical role in the early defence against viral infection
and malignant transformation™. Their activity is
characterized as non adaptive, major
histocompatibility complex (MHC) unrestricted and it
is now well established that the lytic function of these
cells is regulated by a network of cytokines acting
either independently or synergistically*®. The
cytolytic and cytokine functions of NK cells are
regulated by a complex balance between inhibitory
and activating signals that are triggered via the
engagement of NK cell-surface receptors with their
specific ligands "8, It is well established that the
functions of NK cells are regulated by the integration
of signals from inhibitory and activating

receptors->*°. Inhibitory receptors specific for MHC
class | molecules can provide protection for target
cells that express normal levels of class | molecules
on their surface. Although inhibitory receptors play a
key role in regulating NK cells, stimulatory receptors
are believed to be necessary for the initial activation
of NK cells. Several different classes of activating
NK cell receptors have been described and these are
specific for either classical MHC class | molecules,
non classical MHC class | molecules, or MHC class
I-related molecules of host or pathogen origin "**2,
NK cell destruction of target cells involves exocytosis
of granules containing perforin and serine esterases
(granzymes). These are believed to be the primary
mediators of the cellular cytotoxicity exhibited by
NK cells ! Additional studies demonstrated a
granule-independent alternative killing pathway
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involving death receptor ligands including Fas ligand
and TRAIL *%),

Besides their important role in the cellular immune
response against viral infections and tumours 3%, NK
cells have been reported to lyse porcine endothelial
cells in vitro . In addition, NK cell infiltrates into
pig organs perfused with human blood ex vivo %" as
well as pig-to-non human primate xenografts ‘2. This
evidenced a potential role for NK cell in the
endothelial cells recognition and damage of porcine
tissues. Since the endothelium plays an important role
in the recruitment and emigration of circulating
effector cells into sites of inflammation *° and
immune responses, the endothelial cells can then be
the primary target of immunological injury.
Endothelial cell injury occurs in a variety of
pathologic infections, autoimmunity, transplantation,
graft-versus-host disease and following
immunotherapy with cytokines. Such injury may
result from cytotoxicity towards EC mediated by
effector lymphocytes 2%,

More importantly, it is becoming increasingly clear
that NK cells may play a role in the control of
angiogenesis 2. In this context, it has been shown
that NK cells bind to angiogenic microvessels in
established cancer metastases and that VFGF-A165
appears to stimulate NK cell adhesion to the
microvasculature  within  established  cancer
metastases %°.

The cross-talk between NK cells and the endothelial
system was basically investigated using porcine or
HUVEC cells '®*. Despite a series of studies,
showing the selectivity of the endothelium and the
high degree of microenvironmental control of the
endothelial cell, the interaction between human NK
cells and organo-specific endothelial cells remains
unknown. The primary aim of the present study was
to examine whether a human NK clone # adhere and
kill organo-specific human endothelial cells ?. To
decipher the way NK cells are recruited and bind the
endothelial layer to enter the underneath tissue, we
undertook the study of the adhesion mechanism
occurring between NK and ECs. This can provide
new means to induce the destruction of the vessels
which are necessary for the development of invasive
pathologies as cancer *°. In this paper we show that
NK-mediated endothelial cell killing is organo-
specific and occurs in an IL-2 activation dependent
manner.

Materials and Methods

Cells and culture conditions

All organospecific endothelial cell lines 2 (OSECs)
were established in the laboratory (Kieda et al. CNRS
patent N° 99-16169). OSECs were cultured in
Optimem 1 with Glutamax-1 (Invitrogen, U.K.)
supplemented with 3% FBS (Biochrom KG, Berlin,
Germany), 40 mg/ml Gentamycine (Panpharma,
Fougeéres, France) and 0,5 mg/ml Fungizone (Gibco,
United Kingdom). OSECs were passaged using
0.05%/0.02% w/v Trypsin/EDTA solution (Biochrom
AG, Berlin, Germany).

NKL. NKL cell line was established from the
peripheral blood of a patient with large granular
lymphocyte (LGL) leukemia as described elsewhere
27

NKL1 were maintained in culture with Optimem
1 with Glutamax-I (Invitrogen, U.K.) supplemented
with 2% FBS (Gibco, United Kingdom), 1%
Penicillin/Streptomycin  (Biochrom AG, Berlin,
Germany) and 0,2 % Fungizone (Gibco, United
Kingdom).

NKL2 were maintained in culture with Optimem
1 with Glutamax-I (Invitrogen, U.K.) supplemented
with 4% human AB serum (Institut Jacques Boy S.A.,
Reims, France), 200 U/ml rIL-2 (Aventis Pharma,
France), 1% Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG,
Berlin, Germany) and 1% Sodium Pyruvate
(Biochrom AG, Berlin, Germany).

Monoclonal antibodies and reagents
Anti-cytochrome ¢, a mouse 1gG; mAb was
purchased from BD Pharmingen (Grenoble, France),
anti-BID (FL-195), a rabbit polyclonal antibody
against the recombinant protein corresponding to
amino acids 1-195 representing full length BID of
human origin was from Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Germany), Alexa 488 conjugated goat
anti-mouse 1gG, and Alexa 488 conjugated goat anti-
rabbit 19gG, antibodies were from Molecular Probes
(Sigma, France). The mouse IgM agonistic anti-Fas
mADb (7C11) was from Immunotech, (France) and the
isotype control mouse IgM was from Sigma Aldrich
(France).

The fluorescent lipophilic dye 3,3
dihexyloxacarbocyanine iodide DIOC6(3) was from
Molecular Probes and propidium iodide (PI) from
Sigma Aldrich (France).
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The PKH26GL Red Fluorescent Cell Linker Kit was
purchased from Sigma Aldrich (France), while
Carboxy Fluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) was
from Molecular Probes (Sigma, France). Gelatin 2%
solution Type B from bovine skin was from Sigma
(France).

Cytotoxicity assay

OSECs or K562 (NK-sensitive cells) (6X10°) were
incubated for 45 min with 100 pCi Nay(**Cr)O,
(Amersham, Biosciences, UK). After labeling, cells
were washed three times with cold medium (10%
FBS/RPMI 1640, Gibco, France) and placed in 96
well microtiter plates (Falcon, Becton Dickinson,
Grenoble, France). Various numbers of effector cells
were added to a final volume of 0.2 ml. After a 4-h
incubation at 37°C in a 5% CO, atmosphere, the plate
was centrifuged at 2000g for 2 min, the supernatants
were harvested and radioactivities were counted by y-
counter. Maximal or spontaneous release from target
cells was obtained by mixing target cells in 0.2 ml
medium (10% FBS/RPMI 1640, vol:vol) with or
without 1N HCI. The spontaneous release was usually
less than 25% of the total release. The percentage of
lysis was calculated by using the following equation:

experimental release — spontaneous release

lysis (%) =

maximal release — spontaneous release

In the blocking experiments - EGTA (4mM) and
MgCl, (2mM) were added just before the incubation
of 3'Cr labeled target cells with effector cells.

Apoptosis detection

Apoptosis was detected by two-colour fluorescence
staining. Trypsin detached ECs (3X10°) or control
cell lines  were incubated with 3,3
dihexyloxacarbocyanine iodide DIOCg(3) (50uM,
from Sigma, France) for 30 min at 37°C to assess
mitochondrial membrane potential®®. After two
washings in ¢c-PBS, propidium iodide (from Sigma,
France) was added (1 ug/ml). The samples were read
in one hour time on FACS-Sort (Becton Dickinson,
Pont de Claix, France) flow cytometer (FL1 (DIOCg)
hex =488 nm, Aem= 501 nm and FL2 (PI) Aex= 488
nm, Aem= 617 nm). Data were processed using Cell
Quest Software (BD Biosciences, San Jose, CA).

Adhesion test
Static conditions: The endothelial cells were seeded
into 24-well plate (Falcon) at the desired

concentration and cultured for 48h before the
adhesion assay. NKL cells were labeled with
PKH26GL red dye * and were overlaid onto the
endothelial cells monolayer in a 5 lymphoid cells to 1
endothelial cell ratio. The cells were allowed to
adhere at 37°C for defined time periods under static
conditions. Non adherent cells were removed by at
least three gentle washings. The adhesion was
detected either by fluorescence microscopy Axiovert
200M (Zeiss) and then the results were analyzed
using AxioVision 3.1 software or quantified by flow
cytometry (FACS LSR, Becton Dickinson, Sunnyvale
CA, USA). Before analysis by flow cytometry, the
cells were detached using 0.05%/0.02% wi/v
Trypsin/EDTA solution (Biochrom AG, Berlin,
Germany). Data were processed using Cell Quest Pro
Software (BD Biosciences, San Jose, CA). When
indicated, divalent cations chelators : EDTA (4mM,
Sigma, France) or EGTA (4mM, Polysciences Inc,
USA)/MgCl, (2mM, Sigma, France) were added to
the medium just before incubating NKL cells with
endothelial cells.

Flow conditions: The endothelial cells were seeded
onto polystyrene tissue culture slides (Nalge Nunc
Inc, Belgium) at the desired concentration in normal
culture medium. In co-culture experiments, one of the
endothelial cell line was first labeled with CFSE .
Briefly, trypsin detached endothelial cells (2X10°
were washed with c-PBS and incubated in CFSE
(5uM) solution in c-PBS for 10 min at 37°C. After
three washings with 0,5% (w/v) BSA in c-PBS cells
were mixed in the desired proportion to be seeded
with non labeled endothelial cells from another line
and co-cultured in medium for 72 h.

The cell adhesion flow chamber (Immunetics, USA)
was used to perform dynamic cell adhesion assays in
a laminar flow environment (under shear stress).
Previously labeled with PKH26GL red *, NKL cells
(1x10°) were injected in a laminar flow at the fixed
flow rate 50 pl/min for 5 min. Recognition, rolling
and adhesion of the NKL cells to endothelial cells
were allowed for 5 min, then washing was achieved
for another 5 min with medium (under the same flow
conditions). During acquisition phase contrast
microscopy (Zeiss, Axiovert 200, Le Pecq, France)
with Axio Vision software (Zeiss) and image
processing camera (Hamamatsu, France) were used.
Images were analysed with Axio Vision Image
Analysis program (Zeiss).
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Confocal microscopy analysis

The endothelial cells were seeded onto gelatin coated
(0,2 % in distilled water) micro cover glasses (Erie
Scientific Portsmouth, USA) at the desired
concentration and allowed to grow in culture
conditions for 48 hours. PKH26GL labeled, NKL
cells ** were overlaid onto the endothelial cells in a
10 lymphoid cells to 1 endothelial cell ratio. After a
4h incubation, the cover glasses were washed once
with c-PBS and fixed with paraformaldehyde 4%
(w/v) solution (Sigma, France) in c-PBS for 60 min at
RT. Cells were washed three times with c-PBS.
Sodium dodecylsulfate (0,1 % in c-PBS) (Bio-Rad,
France) was used to permeabilize the cells for 10 min
at room temperature. After three washings with c-
PBS free aldehyde residues were blocked by
incubation with a 10% FBS solution (v/v) in c-PBS
for 20 min. Then cells were allowed to react with
antibody against cytochrome ¢ (BD Pharmingen) or
BID (Santa Cruz Biotechnology) for 60 min, at RT.
Cells were washed three times with c-PBS and
incubated with Alexa 488 (Aex = 495 nm, Aem= 519
nm) conjugated goat anti-mouse 1gG, or goat anti-
rabbit 1gG, secondary antibodies (Molecular Probes).
Micro cover glasses were washed and mounted on
slides using a drop of Vectashield antiphotobleaching
reagent (Vector Laboratories, USA). Cells were
analyzed with a confocal microscope imaging system
(MRC-1024; Bio-Rad, Oxfordshire, UK) equipped
with a Nikon Optiphot epifluorescence microscope
(Nikon, Tokyo, Japan) and a Planapo objective
(numerical aperture 1.4). A krypton/argon laser was
tuned to produce both 488 nm (fluorescein excitation)
and 568 nm (rhodamine excitation) wavelengths. The
images were recorded under a Kalman filter (an
average of 7 images) and treated with Adobe
Photoshop software (Adobe Systems, San Jose, CA).

Results

Adhesion of NKL cells to the organo-specific
endothelial cell lines

We have used in the course of these studies, the
human natural killer cell line, NKL, in order to
overcome variability between fresh NK cells obtained
from healthy donors. We have first investigated the
capacity of IL-2 starved (NKL1) or IL-2 stimulated
NKL (NKL2) to adhere to organo-specific endothelial
cells (OSEC) from distinct origins. Data depicted in
figure 1A indicate that, under static conditions, IL-2
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Figure 1: Selectivity and activation dependency of
NKL cells adhesion to OSEC lines.

A - Adhesion of NKL cells to the endothelial cell lines as a
function of time. PKH26GL labeled NKL cells either
stimulated with 1L-2 (NKL2) or nonstimulated (NKL1) were
incubated with endothelial cells at the ratio 5:1 during
indicated time. After washings with c-PBS cells were
trypsin detached and analyzed on a FACS LSR and the
results plotted as a number of NKL cells per one EC.
Results are expressed as the means SDs from 1
representative experiment.

B — Microscopic analysis of NKL cells adhesion towards
OSEC lines. PKH26GL labeled NKL cells were incubated
with endothelial cells for 30 min at the ratio 5:1 in static
conditions. After washing to eliminate non adherent
lymphocytes, the samples were analyzed under a Zeiss
Axiovert 200 inverted fluorescence microscope.

enhanced dramatically NKL cell adhesion towards
OSEC. As shown in this figure, in the absence of IL-2
stimulation, the adhesion of NKL remained very low
over the whole incubation period (from 0.5 to 30 min)
suggesting that the mutual NKL1/OSEC recognition
did not trigger the adhesion molecule cascade.

This phenomenon appeared to be organo-specific
since lymphoid organs derived ECs (from peripheral-
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HPLNEC.B3 and mesentericcHMLNEC lymph
nodes) were more efficient NKL2 binders (three fold)
than peripheral tissue derived ECs. NKL1 adhered
very poorly but preferentially towards lung derived
ECs (HLMEC). The selectivity of NKL2 cells as
compared to NKL1 ( figure 1A), demonstrates the
role of IL-2 and the activation dependency of NKL
cells to confer them the ability to recognize and bind
efficiently the endothelium. The above observations
concerning the cytokine activation and organo-
specificity of the NKL/endothelium recognitions
were confirmed using fluorescence microscopy, as
shown in figure 1B.

Specificity of the endothelial cell recognition by
NKL2 demonstrated in flow conditions

Figure 2, shows the NKL2 adhesion performed under
controlled flow conditions on a co-culture of two
endothelial cell lines from distinct origins. In the
provided instance HSKMEC-2 and HMLNEC were
used and cells from one of the lines were
fluorescently labelled.

As evidenced, NKL2 were able to discriminate the
mesenteric derived cells from the skin derived ones
(figure 2B and 2D), confirming the static adhesion
assay data. The possible influence of the fluorescent
labeling on the results of the final adhesion could be
excluded as shown by the complementary control
experiment (figure 2C and 2D) in which the second
endothelial cell type was labeled. Such conditions did
not only confirm the selectivity above observed in
static adhesion assays but further enlighten the
discriminative character of the organo-specific
endothelial cells towards circulating leukocytes.

Human IL-2-stimulated NKL kill organo-specific
endothelial cells

Based on the observed adhesion between NKL2 cells
and OSEC, the sensitivity of the latter to IL-2
activated NKL-induced cytotoxicity was examined
using the standard chromium release assay. As shown
in figure 3, all endothelial cells were significantly but
differently killed by NKL2 as compared to K562
control cell line. However, no direct correlation
between the adhesion and the differential
susceptibility to cytolytic effect of NKL2 was
observed. It should also be underlined that a similar
lysis profile was obtained using IL-2 stimulated
freshly isolated NK cells (data not shown).

HSKMEC-2 labeled
HMLNEC non labeled

HMLNEC labeled
HSEMEC-2 non labele:

¢ D
Figure 2: Specificity of the endothelial cell to NKL2
recognition by flow adhesion experiments.
PKH26GL labeled NKL2 cells (1 X 106 cells/ml) were
pumped over the co-cultured HSKMEC and HMLNEC
endothelial cells (50z/min for 5 min). After the next 5 min
of washing with medium to eliminate non adherent
lymphocytes pictures were taken using Zeiss Axiovert 200
inverted fluorescence microscope. Panels A and C : OSEC
alone after flow experiment (medium). Panels B and D :
endothelial cells with NKL2 (see above conditions).
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Figure 3: Killing of endothelial cell lines by NKL2
cells.

51-Chromium labeled endothelial cells were incubated at
37°C with NKL2 cells at different ratios. After 4h, the
supernatants were collected and analyzed by j- counter.
The results are expressed as the means SDs from 4
independent experiments.

Susceptibility of organo-specific endothelial cells to
death receptor ligands

It is clearly established that NK cells use perforin and
granzyme pathway to kill their targets but also the
alternate pathway involving death receptors and their
ligands. Therefore, we have examined the expression
of these receptors by the OSECs and the
susceptibility of these cells to killing by death
receptor ligands. Figure 4 illustrates the typical death
observed after TNF, TRAIL and anti-Fas treatments.
Using DIOC/PI staining and flow cytometry
assessment, a selective susceptibility towards TNFo
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cytotoxic action was detected as compared to
Apo2TRAIL and anti-Fas effects. While all cells
were killed following a 72 hours TNFa. treatment,
they were resistant to anti-Fas or TRAIL dependent
apoptosis (after 24 hours and 48 hours). This result
corroborates the expression of death receptors
presented by OSECs. Indeed, flow cytometry analysis
revealed the expression of TNFR1 by all tested lines,
while Apo2TRAIL and Fas receptor were not
detected.
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Figure 4: Effect of TNF, TRAIL and anti-Fas on
endothelial cells viability.

Apoptosis was assessed using DIOC6/PI staining by flow
cytometry. Endothelial cells (HSKMEC-2) were incubated
with TNFe, Apo2TRAIL and anti-FAS for the indicated
period of time. After 30 min incubation with DIOCg (50
uM) at 37°C, the samples were washed with c-PBS. PI (1
pg/ml) was added just before acquisition by FACS-Sort.
Similar results were obtained with all tested endothelial
cell lines.

Triggering of cytochrome c release in OSEC targets
upon conjugation with NKL2 cells

Although Granzyme B can directly activate caspases,
it induces apoptosis predominantly via Bid cleavage,
mitochondrial outer membrane permeabilization and
cytochrome c release. In addition, evidence has been
provided indicating that activation of the apoptotic
machinery through activation of caspase 8 and
mitochondria were directly connected by truncated-
Bid protein to induce the release of apoptotic factors
from mitochondria. To determine the possible
involvement of mitochondria in OSECs-induced NK
killing, we assessed the subcellular localization of
Bid and cytochrome ¢ by confocal microscopy. For
this purpose, OSECs were incubated with NKL2 (4h
incubation at the ratio 10 NKL2:1 EC) and subjected

HMLNEC control HMLNEC with NKL2 cells

FL2 PKH26GL. Merge

Neutral FL1 Bid

HBrMEC

HMLNEC

Figure 5: NKL2 binding triggers mitochondrial
pathway in OSEC target cell.

A - cytochrome ¢ release by endothelial cells following
interaction with NKL2. The endothelial cell lines
(HBrMEC, HMLNEC) were seeded onto gelatin coated
glass and cultured for 72h, PKH26GL labeled NKL2 (ratio
10:1) were overlaid and incubated for 4h at 37°C. After
washing and fixation, cells were stained with antibody
against cytochrome ¢ and secondary FTC-conjugated
antibodies. The images were collected using confocal
microscope imaging system (MRC-1024; Bio-Rad). Similar
results were observed with all tested endothelial cells.

B -Bid translocation in endothelial cells upon interaction
with NKL2. incubation conditions (see above). Staining was
achieved with anti-Bid antibody and secondary FTC-
conjugated antibodies. The images were collected using
Zeiss Axiovert 200 inverted fluorescence microscope.
Similar results were observed with all tested endothelial
cells.
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to an immunostaining for Bid and cytochrome c.
Since a punctuated cytoplasmic staining pattern
showed mitochondrial localization of the cytochrome
c, a diffuse staining pattern indicated the
mitochondrial release of cytochrome c. Data depicted
in figure 5A, show that cytochrome ¢ was released
from the mitochondria intermembrane space to the
cytoplasm in endothelial cells upon coculture with
NKL2 cells. Figure 5B, shows that in the two OSEC
tested (HBrMEC and HMLNEC), Bid was cleaved
and translocated from the cytosol to the mitochondria
when those cells were incubated with NKL2. These
data clearly indicate that NKL2 cells are able to
activate the mitochondrial pathway to kill OSEC
targets.

The killing of OSEC is predominantly mediated by
granzyme B

In order to examine the mechanisms used by NKL2
to mediate their cytotoxic activity toward OSECs,
blocking experiments were performed in the presence
of EGTA/MgCI2 (used to inhibit the Ca2+-dependent
perforin/granzyme-mediated lysis). Results presented
in figure 6 clearly showed that the cytotoxicity
induced by NKL2 was largely inhibited after Ca2+
chelation indicating that these Killer cells use the
granule exocytosis pathway to kill OSEC targets.

% lysis

DL Rl e

K562 HBrIMEC HLMEC HMLNEC HPLMEC.B2Z HSKMEC2

ratio MKLZ: EC 1001

O medium mEGTA/MgCI2

Figure 6: The NKL2- induced cytotoxicity of
endothelial cells is Ca2+ dependent.

Cytolytic activity was assessed by 51Cr-release assay (see
legend under figure 3) in the presence or absence of
EGTA/MgCI2 (4mM/2mM) at E:T ratio of 10:1.

Experiments were done in triplicate.

Distinct divalent cations requirement for NKL2
adhesion and subsequent triggering of OSEC lysis

The comparative analysis of the distinct chelating
effects of EDTA/EGTA, MgCI2 on NKL2 adhesion
to OSECs, was performed to approach the molecular
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Figure 7: Divalent cation
adhesion.

A- Inhibition of of NKL cell adhesion towards
endothelial cell lines by EDTA. PKH26GL labeled NKL
cells either stimulated with IL-2 (NKL2) or non stimulated
(NKL1) were incubated with endothelial cells at the ratio
5:1 for 30 min in the presence or absence of EDTA (4mM),
detached and analyzed on a FACS LSR. The results are the
number of NKL cells per one EC and expressed as the
means SDs from 1 representative experiment.

B- Distinct effects of Ca2+ versus Mg2+ in the
adhesion process.
PKH26GL labeled NKL cells were incubated with

endothelial cells for 30 min at the ratio 5:1 in presence or
absence of EDTA (4mM) or EGTA(4mM)/MgCI2(2mM),
data were analyzed by the Zeiss Axiovert 200 inverted
fluorescence microscope.
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mechanisms which control adhesion and lysis. Using
EGTA/MgCI2, we could demonstrate that the
calcium dependent pathway was associated with the
promotion of the lytic effect. As this cannot be
achieved without the prior adhesion/recognition step,
we attempted to distinguish the two steps on the basis
of their divalent cations susceptibility. Adhesion tests
were performed, during which the effect of EDTA
(Ca2+ and Mg2+ chelating agent) as compared to
EGTA/MgCI2 (highly preferentially Ca2+ chelating
agent) was examined. Data shown in figure 7
indicated that, EDTA strongly inhibited the NKL cell
adhesion to OSECs as revealed by flow cytometry
(figure 7A) and evidenced by inverted and
fluorescence microscopy (figure 7B). This is true for
both NKL2 efficient adhesion and low NKL1
adhesion, which were sensitive to EDTA.

EDTA is known as a chelator of different

divalent cations '*%, it is able to bind calcium and
magnesium ions with almost the same affinity at
neutral pH: log K=7.27 and log K=5.37 respectively;
whereas EGTA in the presence of Mg2+ is suitable
for evidencing calcium cations involvement (due to
its higher association constant for calcium: log
K=6.68, as compared to magnesium log K=1.61 at
pH=7 as published by Schmid et al. Anal. Chem.
29:264-268, 1957).
Figure 7B, shows that, as opposed to Kkilling,
incubation with EGTA/MgCI2 did not inhibit the
adhesion. Consequently Ca2+ chelation did not affect
the adhesion as opposed to Mg2+ chelation. This
indicates that selectins and other (Ca2+ dependent
lectins) were not involved in NKL2/OSEC
recognition, while integrins which are the main
adhesion molecules the activity of which is Mg2+
dependent, might participate to NKL2 adhesion to
organo-selective endothelial cells.

Discussion

It is well established that endothelial cells are primary
targets of immunological attack, and the study of the
interactions between the endothelium and immune
cells has significantly expanded during the past
decade. In this regard, xenograft rejection studies
showed that several human leukocyte subsets
including NK, cytotoxic T  lymphocytes,
polymorphonuclear neutrophils participate in cellular
immune response directed against vascularized pig-
to-human xenografts. It was further shown that NK

cells are important mediators in the xenogenic
immune responses. They were reported to adhere to
xenogenic porcine endothelial cells and, evidences
from in vitro studies as well animal models, suggest
their role in the recognition and damage of porcine
xenogenic tissues *.

Most of the in vitro models which provided
informations about NK cells and endothelial cell
interactions involved HUVEC 2% but were shown
to be limited because it is now clear that the
endothelium reflects the organo-specificity and
depends on the microenvironmental factors *>%'; The
objective of this study is to elucidate the adhesive
interactions that govern human NK cells and organo-
specific endothelial cells and to dissect the NK-
mediated Killing process of endothelial cells. Initial
experiments were therefore aimed at investigating the
adhesion process in our experimental model.

The present studies indicate that only IL-2 activated
NK were able to adhere to endothelial cells, thus IL-2
may promote NK cells towards endothelial cells
adhesive capacity. This confirms the relevance of
such model in which endothelium killing by NK cells
is activation state dependant *. This further,
corroborates with previous reports demonstrating that
IL-2 stimulation is necessary for proper activity of
NK cells *** and is confirmed in this work by the
clearcut selectivity of the NKL2 recognition process
using flow adhesion methods. Although, previous
work reproducing the blood flow shear stresses
showed that 1L-12 stimulation of NK cells promotes
their adhesion to endothelial P selectin **, Shnneider
et al. ¥ described the further role played by integrins
in that dynamic process. Here we could show using a
NK clone (NKL2) and, immortalised endothelial cell
lines as a model for organo- specific barriers 12233637
by stable and flow adhesion assays, that the
recognition and adhesion is highly selective and
correlates with the killing process. In this regard, flow
conditions appeared to be more discriminative than
static adhesion assay. Because the recognition was
clearly independent of Ca2+, it did not involve
selectins but the Mg2+ requirement clearly indicates
integrins/receptors involvement.

To determine whether such interactions may result in
the Kkilling of organo-specific endothelial targets,
cytotoxic assays were performed. We provide
experimental data indicating that indeed human NK
cells efficiently kill organo-specific endothelial cells.
This killing occurs only when NK cells are stimulated
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with IL-2 suggesting that adhesion and killing require
NK stimulation to increase their adhesive features
and their lytic potential.

Current evidence supports the idea that endothelial
cells present at the vascular walls as well as
specialized endothelial venules, play not only a
critical role in the homing and recruitment of immune
cells but also influence the outcome of the immune
response. In this regard, porcine aortic endothelial
cells were shown to activate human dendritic cells
and subsequently transactivate naive T cells through
costimulation and cytokine generation *. In addition,
EC play a critical immune regulatory role in the
course of antigen presentation by major
histocompatibility complex class 1l to transmigrating
T cells *. In the same context, Waldman et al ** have
shown that allograft endothelium harbouring
cytomegalovirus has the potential to activate host T
cells resulting in cytokine production and increased
allo-immunogenicity. These observations support the
view that endothelial cells do not play only a role in
the homing and recruitment of immune cells but can
also influence the immune response through the
factors they release and the physical interaction with
immunocompetent cells. IL-2-stimulated NK cells
have been used in immunotherapy of cancer “°. In
most cases, the activation of NK resulted in the
induction of vascular leak syndrome * VLS. The
mechanism of IL-2 induced (VLS) is still poorly
understood. Cells of both innate and adaptive immune
systems have been implicated but no definitive
conclusions have been reached concerning their
respective roles. Recently, NK cells have been shown
to be critical for IL-15-induced pulmonary vascular
leak syndrome in murine model [Assier, 2004 #44].
We have shown in the course of these studies, that
organo-specific endothelial cells were not sensitive to
Fas and TRAIL pathways but exhibit a significant
sensitivity to the cytotoxic action of TNF confirming
the known effect of this cytokine on vascular
destruction * and its possible antiangiogenic effect *.
Whether NK kill organo-specific endothelial cells
through TNF release has to be determined. Our
studies implicate however the major cytotoxic
pathway involving Granzyme B as a potential
component associated with the execution of the NK
Iytic program. This is in agreement with the report of
Matter et al indicating that the xenogenic human NK
cytotoxicity against porcine endothelial cells is
perforin/granzyme B dependent . It has been shown

that fractalkine plays an important role not only in the
binding of NK cells to endothelial cells but also in
NK cell-mediated endothelium damage ?. How
endothelial cells activate NK cells and, particularly,
the role of chemokines in the cross-talk between NK
and endothelial cells remains an issue that will be
addressed in a future investigation.

Given the fact that through their interactions,
endothelial cells and NK cells modulate each other
through cytokine release, it is tempting to speculate
that the NK/endothelial cell interaction may play a
role in modulating endothelial cell function and
influence the outcome of both adaptive and innate
immunity as well. It should be underlined therefore
that NK may have complex effects including the
damage of normal vessel (leak syndrome), the
damage of pathological vessels and a cytotoxic
activity towards transformed cells. It is important to
take these parameters into account as well as their
influence on the angiogenesis process because of the
influence of the latter on activated NK cells
recruitment. This was shown to involve comparable
adhesion processes > as the mechanisms described in
the present work which consequently, may help new
cell therapy designs.
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ANNEXE 3

COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURES DES LIGNEE DE
CELLULES ENDOTHELIALES HUMAINES

Milieu OptiMEM base (Invitrogen, 51985-026) complété par :
- 2% de SVF (Sérum de Veau Feetal) décomplémenté (Invitrogen, 16000-03)
- 1% d’une solution de Pénicilline-Streptomycine a 4mg/mL (Invitrogen, 15140-122)

- 0,2 % de Fungizone a 250ug/mL (Invitrogen, 15290-026)

COMPOSITION DU TAMPON PHOSPHATE SALIN
(PBS : PHOSPHATE BUFFER SALINE SOLUTION)

Pour 1 litre de solution mere concentrée 10 fois :

¢ Chlorure de sodium (NaCl)

+ Chlorure de potassium (KCI)

+ Phosphate de sodium (Na;HPQO,, 12 H,0)
+ Phosphate de potassium (KH2POy,)

+ Eau distillée gsp

Conserver la solution & température ambiante.

Pour 1 litre de PBS complet :

+ Eau distillée
+ Chlorure de magnésium (MgCl,) a 0,5M
¢ Chlorure de calcium (CaCl,) a 1M

+ Solution meére concentrée 10 fois

Conserver cette solution a 4°C.

804¢g

29
289¢

1L

898 mL
1mL
1mL
100 ml
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ANNEXE 4

MARQUAGE MEMBRANAIRE DES CELLULES
AU PKH26-GL

Kit utilisé : PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit (Sigma, PKH26-GL)

Protocole :
1. Trypsiner, compter et pipeter la quantité de cellules a marquer.
2. Effectuer deux lavages avec une solution de PBS complet (Annexe 1) en centrifugeant

les cellules pendant 5 minutes a 25 °C (400g).

3. Préparer une solution de PKH diluée au 1/250 (4 pL de PKH / mL de diluant / 2 X 10’
cellules).

5. Vider le surnageant et resuspendre délicatement le culot cellulaire dans le diluant (1
mL pour 2 X 107 cellules).

6. Ajouter rapidement la suspension cellulaire dans la solution de colorant et
homogénéiser. Incuber le tout au bain-marie a 37°C pendant 3 minutes sous agitation
douce.

7. Stopper la réaction en ajoutant 10 mL d’une solution de PBS-SAB 0,5%.

Centrifuger pendant 5 minutes a 25 °C (400 g).

8. Effectuer trois lavages en centrifugeant les cellules pendant 5 minutes a 25°C (4009)
avec une solution de PBS complet.

9. Resuspendre le culot cellulaire a la concentration souhaitée dans du PBS complet pour
la suspension cellulaire préparée pour I’adhésion en condition de flux ou dans du PBS-

SAB 0,1% pour I’adhésion en conditions statiques.
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ANNEXE 5

Western blot : Mise en évidence d’une protéine d’intérét

Lyse cellulaire : a partir d’une boite de 10 cm de diametre a semi confluence:

Aprés avoir éliminé le milieu de culture et lavé les cellules avec du PBSc, la lyse s’effectue
avec un tampon Tris/HCI 10mM PH 7.5, SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) 1% a 95°C pendant
10 minutes. Les lysats sont récupérés avec une spatule en caoutchouc et transvaser dans un
tube Eppendorf. Ils sont congelés une premiere fois puis décongelés et passés aux ultrasons
pendant 10 minutes pour une meilleure homogénéisation. Les échantillons répartis en

aliquotes sont conservés a —20°C.

Dosage des protéines a I’acide bicinchoninique : réaction colorimétrique

Il est important de ramener les échantillons a la méme concentration pour déposer la méme

quantité de protéines dans chaque puits d’électrophorese.

Cette méthode est basée sur le pouvoir réducteur des protéines en milieu alcalin et la capacité

de I’acide bicinchoninique a former des complexes coloré avec les ions cuivreux ainsi réduits.

Réactifs :

-BCA-A: BCA-Na2 1%
2C03.H20 2%
Tartrate de Na2 ~ 0.16%
NaOH 0.4%
NaHCO3 0.95% gsp 1L eau bidistillée
Ajuster a pH 11.25 avec NaOH

-BCA-B : CuSO4.5H20 4% gsp 1L eau bidistillée

BCA-R : 100 vol BCA-A + 2 vol BCA-B, stable une semaine.

Gamme étalon : SAB de 10ug/ml a 1000pg/ml dans du tampon de lyse

176



Protocole du dosage des protéines

Dans une plaque 96 puits, mettre 10 ul de lysat cellulaire par puits ou 10ul final pour la

gamme étalon. Rajouter 250ul de BCA-R par puits et incuber 30 minutes a 37°C.

Mesurer I’absorbance au spectrophotometre a 562nm

Préparation du gel d’acrylamide a 10%

Resolving gel : pour 15ml (deux gels)
-H20
-acrylamide 30%
-1.5M Tris (pH 8.8)
-10% SDS
-10% persulfate d’ammonium

- TEMED

Stacking gel : pour 6 ml (deux gels)
-H20
-acrylamide 30%
-1M Tris (pH 6.8)
-10% SDS
-10% persulfate d’ammonium

-TEMED

59ml
5ml
3.8 mi
0.15 mi
0.15ml

0.006 ml

4.1ml
1ml
0.75 ml
0.06 ml
0.06 ml

0.006 ml
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Tampons de migration et transfert

TBS (Tris Buffered Salin) 1X
- Tris-HCI pH 8 10mM

- Nacl 150mM

Tris-Glycine-SDS 1X
-TrisHCIpH 8 25mM
- glycine 192mM

- SDS 0.1% (W/v)

Etapes de migration et transfert

Les échantillons sont déposés a raison de 30 pl par puits (25ul de lysat équivalent a 15ug de
protéines + 5ul de bleu de charge). La migration dure 2 heures a 100V dans du tampon Tris-

glycine-SDS 1X.

Le transfert est réalisé sur une membrane de nitrocellulose pendant 1 heure a 80mA dans du
tampon Tris-glycine-SDS 1X. La membrane est ensuite lavée avec une solution de TBS-

tween 0.5% avant d’étre incubée avec I’anticorps primaire.
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ANNEXE 6

MARQUAGE DES CELLULES ENDOTHELIALES PAR LE
CFDA,SE (MOLECULAR PROBES)

Les cellules endothéliales sont décollées a I’aide d’une solution de trypsine/EDTA puis lavées
avec une solution de PBSc. Une solution de CFDA,SE est préparée a 5uM dans 1ml de PBSc.
Apres centrifugation, le culot cellulaire est repris dans la solution de CFDA, SE préalablement
préparee. Les cellules sont incubées 10 minutes a 37°C a I’abri de la lumiére. La réaction est
stoppée a I’aide d’une solution de PBSc-SAB 0.5%. Les cellules sont ensuite lavées deux fois
avec de I’OptiMEM puis sont ensemencées & raison de 2 X 10* / cm? (mono-culture) ou 1 X
10* / cm? (co-culture) dans de I’OptiMEM.

FIXATION DE CHIMIOKINES SUR DES BILLES DE LATEX
(FLUOROSPHERES LATEX MICROSPHERES 2um, MOLECULAR PROBES)

Préparation de 50ul de billes au final (20ul de billes-chimiokines, 20ul de billes-témoins
dénaturées, 10ul pour réaliser un test permettent de vérifier la fixation de la chimiokine sur la

bille par un anticorps)

1. Préparer une solution de tampon MES (2 N-Morpholino ethanesulfinic acid)
50mM, pH 6

2. Mélanger 10ul de billes + 10l de la solution de fractalkine ou CTACK (25ug/ml)
+ 30l de tampon MES ([chimiokine] finale : 5ug/ml)

3. Incuber a température ambiante (TA) pendant 15 minutes

4. Ajouter 4pl d’une solution d’EDAC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimide) a 100ng/ml préparée extemporanément. Vortexer et soniquer 5
minutes.

5. Incuber minimum 2heures a TA

6. Ajouter 5.4ul de glycine 1M (100mM final) et incuber 30 minutes a TA.

7. Centrifuger pendant 15 minutes a 6000rpm a 4°C.
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8. Laver deux fois au PBSc
9. Conserver la préparation a 4°C dans 50ul de PBS-azide (1g/1)

Les billes sont diluées au 1/250 dans du PBSc lors des expériences en conditions de flux
Note : Des billes des billes dénaturées a 60°C pendant 15 minutes serviront de billes-témoins.
La fixation de la chimiokine est contrélée par marquage des billes avec un anticorps anti-

chimiokine révélé par un anticorps secondaire couplé a I’isothiocyanate de fluorescéine :

FITC. Le contr6le se fait sous microscope.
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