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RESUME

Le récepteur MerTK est impliqué dans la phagocytose des segments externes des
photorécepteurs (SEP) par 1’épithélium pigmentaire rétinien (EPR), une fonction cruciale
pour la survie des photorécepteurs et la vision. Dans la rétine, le contact est permanent entre
les SEP et ’EPR alors que la phagocytose ne survient qu’a un moment précis. L’activation de
ce processus doit donc étre précisément controlée pour déclencher la phagocytose au moment
opportun et la limiter dans le temps. Le pic de phagocytose est 1i¢ a I’activation intracellulaire
de MerTK via le couple récepteur—ligand intégrine avB5—-MFG-E8. Ce projet a eu pour but
d’étudier les mécanismes extracellulaires régulant la fonction du récepteur MerTK au cours
de la phagocytose rétinienne.

Tout d’abord, nous avons montré que MerTK est clivé de la surface des cellules
d’EPR in vitro et in vivo avant et aprés le pic de phagocytose. Ceci permettrait de limiter la
durée du pic de phagocytose et d’éviter ainsi une phagocytose trop prononcée des SEP par
I’EPR. Nous avons montré le role opposé des deux ligands de MerTK, Gas6 et Protéine S.
Gas6 semble agir comme inhibiteur car il stimule le clivage de MerTK et diminue la
phagocytose in vitro. De plus, son expression in Vvivo est faible au moment du pic de
phagocytose. Au contraire Protéine S, dont 1’expression augmente in vivo au moment du pic
de phagocytose, inhibe le clivage de MerTK et stimule la phagocytose in vitro, ce qui pourrait
ainsi potentialiser cette fonction. De plus, nos données sur les sites de liaison des ligands sur
MerTK tendent a montrer que Gas6 et Protéine S reconnaissent des acides aminés différents,
ce qui pourrait conduire a des changements conformationnels du récepteur et expliquer leurs
roles différents.

Ensuite, nous avons étudi¢ plusieurs protéases candidates pour ce clivage : ADAMY,
10, 17 et HtrAl. Nous avons démontré que 1’inhibition d’ADAM]17 in vitro engendre une
diminution du clivage de MerTK corrélée a une augmentation de récepteur MerTK disponible
a la surface cellulaire. De plus, en absence ’ADAM17, la quantité de MerTK activé est plus
importante. Cependant, MerTK est toujours clivé quand ADAMI17 est inhibée, nous ne
pouvons donc pas exclure I’implication d’autres protéases dans le clivage de MerTK. En
effet, ADAMY et 10 sont capables de cliver MerTK in vitro, et I’inhibition d’ADAMI10
diminue le clivage de MerTK dans les cellules RPE-J.

Ainsi, mes travaux de Doctorat permettent de mieux comprendre la régulation
complexe de I’activit¢é de MerTK dans la phagocytose rétinienne, faisant intervenir de
nombreuses molécules essentielles pour le rythme circadien de cette fonction.

Mots- clés : épithélium pigmentaire rétinien, phagocytose rythmique, MerTK, Gas6,
Protéine S, ADAM



ABSTRACT

The MerTK receptor is involved in the daily phagocytosis of photoreceptor outer
segments (POS) by the retinal pigment epithelium (RPE), an indispensable process for
photoreceptors survival and vision. In the retina, the contact between POS and RPE is
permanent, and POS phagocytosis occurs at a specific time. Thus, activation of this process
must be tightly regulated in order to trigger and limit phagocytosis duration. The phagocytic
peak is initiated by the intracellular activation of MerTK via the av5 integrin receptor and
its ligand MFG-ES. This project aimed at studying the extracellular mechanisms that control
MerTK function during POS phagocytosis.

First, we have shown that MerTK can be cleaved from the surface of RPE cell in vitro
and in vivo before and just after the phagocytosis peak. This process might limit the duration
of the phagocytic peak and thus avoid prolonged POS phagocytosis. In one part of the project,
we have shown the opposite role of MerTK ligands Gas6 and Protein S during retinal
phagocytosis. Gas6 appears to inhibit phagocytosis and stimulate MerTK cleavage in vitro. In
addition, Gas6 expression in vivo is weak at peak phagocytosis time. In contrast, Protein S,
which expression increases at the phagocytic peak in vivo, inhibits MerTK cleavage and
stimulates POS phagocytosis in vitro, and thus might potentiate the phagocytic activity.
Moreover, our analysis of the ligand binding sites on MerTK extracellular domain suggests
that Gas6 and Protein S recognize slightly different amino acids and might therefore lead to
conformational changes of the receptor, therefore explaining the difference we observed in
the roles they play.

Second, we studied several protease candidates for this cleavage: ADAMO, 10 and 17
and HtrA1. We have demonstrated that in vitro inhibition of ADAM17 resulted in decreased
MerTK cleavage associated with increased numbers of full-length receptors available at the
cell surface and of activated MerTK receptors. However, as cleavage of MerTK still occurs
when ADAMI17 is inhibited, we cannot exclude the implication of another protease in the
regulation of this process. Indeed, ADAMY and 10 can cleave MerTK in vitro, and inhibition
of ADAMI10 results in a decrease of MerTK cleavage in RPE-J cells.

Taken together, my PhD data allows us to better understand the complex regulation of
MerTK activity during retinal phagocytosis, which implicates many essential molecules for
the circadian rthythm of this function.

Keywords: retinal pigment epithelium, rhythmic phagocytosis, MerTK, Gas6, Protein S,
ADAM
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EGF : epidermal growth factor

EPR : épithélium pigmentaire rétinien

ERG : ¢électrorétinogramme

F

FAK : focal adhesion kinase

FcyR : récepteur Fcy

FITC : fluorescein isothiocyanate

FPS III : Fluorogenic Peptide Substrate III

G

Gasb6 : growth arrest-specific 6
GMPc : GMP cyclique
GRB : growth factor receptor-bound proteins

H

HtrA1 : high-temperature requirement factor Al

IB : immunoblot

IF : immunofluorescence
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IL-6 : interleukine 6
IRBP : interphotoreceptor retinoid-binding protein

K
kb : kilobase
kDa : kiloDalton

L

LDL : lipoprotéines de faible densité
LPS : lipopolysaccharides

M

Mer* : Mer kinase dead

MerTK : Mer tyrosine kinase

MFG-ES : milk fat globule-EGF factor 8
MFG-ES8c : forme courte de MFG-ES8
MFG-ESL : forme longue de MFG-ES8
MIP : matrice interphotorécepteurs
MMP : matrix metalloproteases

N

NMMII : myosine non musculaire de type II

P

PDE : phosphodiestérase

PEDF : pigment epithelium-derived factor
PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase

PIP2 : phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
PIP3 : phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate
PKC : protéine kinase C

PKVD : protéines dépendantes de la vitamine K

PtdSer : phosphatidylsérine
R

RGD : arginine-glycine-asparagine
RP: rétinite pigmentaire

RPEG65: retinal pigment epithelium-specific protein 65 kDa

S

sAxl: Axl soluble

SEP : segments externes des photorécepteurs
SH2: Src Homology 2

SHBG : sex-hormon-binding globulin

11



sMerTK : MerTK soluble
SOCS : suppressor of cytokine signaling
SSC : standard saline citrate

T
TACE : TNF-a converting enzyme

TAM (récepteurs) : récepteurs Tyro3, Axl, MerTK
TAPI-0 : TNF-a protease inhibitor-0

TBS : tris buffered solution

TIM : T cell immunoglobulin and mucin domain
TIMP : tissue inhibitors of metalloproteinases
TLR : Toll like receptor

TNF-a : tumor necrosis factor-o

\

VEGEF : vascular endothelium growth factor
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AVANT-PROPQOS

L’¢épithélium pigmentaire rétinien joue un rdle trés important dans le processus de la
vision. Il permet la survie et la fonctionnalité¢ des photorécepteurs en réalisant notamment le
recyclage par phagocytose des segments externes des photorécepteurs qui accumulent des
radicaux libres au cours de la phototransduction. L’absence compléte de phagocytose conduit
a des pathologies qui se développent précocement comme des dystrophies batonnets-cones,
tandis que sa dérégulation peut conduire a des pathologies d’apparition plus tardive telle que
la dégénérescence maculaire liée a 1’age. La machinerie de la phagocytose rétinienne fait
intervenir le récepteur MerTK qui est essentiel pour I’internalisation des segments externes.
Ce récepteur participe ¢également a la phagocytose des cellules apoptotiques par les
macrophages. Ces deux types de phagocytose utilisent sensiblement la méme machinerie,
cependant des différences existent au niveau de leur régulation. En effet, les macrophages
phagocytent les cellules apoptotiques dés qu’un contact est établi. Par contre, dans la rétine le
contact est permanent entre les photorécepteurs et I’épithélium pigmentaire rétinien, et la
phagocytose des segments externes est trés marquée sur une courte durée peu apres Iarrivée
de la lumiere. Elle présente donc un rythme circadien et doit étre finement régulée afin que

I’élimination des segments externes ait lieu au bon moment et sur un temps limité.

Une fagon de controler cette phagocytose est la régulation de 1’activité de MerTK. La
phosphorylation de MerTK, reflétant son activation, est augmentée juste au moment du pic de
phagocytose par une cascade de signalisation intracellulaire. D’autres mécanismes permettant
de réguler I’activit¢ de MerTK ont été identifiés chez les macrophages. Gas6 et Protéine S,
identifiés comme ligands extracellulaires de ce récepteur, stimulent la clairance des cellules
apoptotiques. Treés récemment une autre forme de régulation de ce récepteur a été décrite chez
les macrophages : MerTK peut étre clivé au niveau de son ectodomaine, libérant ainsi une
forme soluble dans le milieu extracellulaire. Peu de recherches ont ét¢ menées sur 1’¢tude de
la régulation de I’activit¢ de MerTK dans la phagocytose rétinienne. L’objectif de mon
Doctorat a donc ét¢ d’identifier le mode d’action des acteurs extracellulaires qui entrent en jeu
dans ce processus. Premi¢rement nous avons étudié¢ le role des ligands, Gas6 et Protéine S
dans la regulation de I’activité de MerTK au niveau de I’épithélium pigmentaire rétinien. En
effet, ce n’est que trés récemment que des études ont montré que ces deux ligands sont

exprimés dans la rétine et qu’ils sont touts les deux essentiels a la phagocytose rétinienne.
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Deuxiémement nous avons caractérisé le clivage de MerTK dans la rétine, et étudié¢ des

protéases candidates pouvant étre impliquées dans ce processus de clivage.

Pour placer mon projet de Doctorat dans son contexte, une synthése de la
bibliographie actuelle est nécessaire. Je commencerai par décrire le systéme visuel en portant
une attention particuliere a 1’épithélium pigmentaire rétinien, tissu responsable de la
fonctionnalité et de la survie des photorécepteurs. Les principales études disponibles sur
MerTK ayant ¢été¢ effectuées chez les macrophages, je présenterai la machinerie de la
phagocytose utilisée pour réaliser la clairance des cellules apoptotiques. Je vais ensuite
expliquer les mécanismes communs et les differences existant entre les processus de
phagocytose des SEP et des cellules apoptotiques. Puis, j’exposerai 1’ensemble des
connaissances sur MerTK, ce récepteur essentiel pour la phagocytose rétinienne, ainsi que sur
ses deux ligands, Gas6 et Protéine S. Pour finir cette synthése je présenterai certaines
protéases qui pourraient étre impliquées dans le clivage de MerTK. Le contexte scientifique
¢tant mis en place, je détaillerai ensuite les résultats obtenus au cours de mes années de

Doctorat pour finir sur une discussion et les perspectives liées a mes travaux de recherche.

16



Introduction

INTRODUCTION

I. Le systeme visuel

1. Présentation de I’ceil

L’Homme posséde 5 sens qui lui permettent d’évoluer, d’appréhender et d’échanger
avec son environnement. Parmi ces 5 sens la vision permet de percevoir les couleurs, les
formes et les positions. Elle est essentielle pour intégrer et apprécier le monde qui nous

entoure et communiquer avec les autres.

L’ceil est 1’organe récepteur de la vision. Il fait partie des organes les plus
perfectionnés et les plus complexes de notre corps. Il est capable de capter les photons, de
transformer leur énergie en signal électrique et d’envoyer les informations visuelles au

cerveau pour interprétation.

Sclére

/ Vitré
S

Rétine
Fovéa
Lumiére

Humeur aqueuse /

Cristallin

Muscle ciliaire
Choroide

Nerf optique

Figure 1 : Représentation schématique d’un ceil humain.

Dans I’eeil, les rayons lumineux, représentés par le trait jaune, traversent la cornée, I’humeur aqueuse,
le cristallin et le vitré pour étre captés par la rétine, tissu qui tapisse le fond de 1’ceil [Modifié¢ d’apres
virtualmedicalcentre.com].

Les rayons lumineux entrent dans 1’ceil par la cornée, membrane solide et transparente,
qui protége I’ceil des agressions physiques et bactériennes (Figure 1). La quantité de lumiere
qui entre dans I’ceil est controlée par ’iris et la pupille qui agissent comme des diaphragmes.
Les rayons lumineux traversent ensuite le cristallin, lentille capable de se déformer sous
I’action des corps ciliaires, pour étre focalisés sur la rétine. Derriére le cristallin se trouve le

corps vitré, une substance transparente qui maintient la forme de I’ceil et la rétine contre le
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fond du globe oculaire. Finalement les rayons lumineux sont captés par la rétine, le tissu
neurosensoriel de I’ceil, qui permet la transformation du signal lumineux et son acheminement
via le nerf optique au cortex visuel situ¢ a 1’arriere du cerveau, qui ensuite les interprete
(Kolb, 1995a). Les caractéristiques neuronales de la plupart des cellules de la rétine
permettent de considérer I’ceil comme une extension du cerveau et une partie du systéme

nerveux central.

2. La rétine

La rétine est une fine membrane tapissant la totalit¢ de la surface interne du globe
oculaire. Elle se compose de la rétine neurale et de I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR).
Elle repose via I’EPR sur la choroide qui est composée de la membrane de Bruch et d’un

réseau capillaire, les choriocapillaires.

La rétine neurale est composée de plusieurs types de cellules: des neurones a
transmission verticale (les photorécepteurs, les cellules bipolaires et les cellules
ganglionnaires), des neurones a transmission horizontale aussi appelés cellules d’association
(les cellules horizontales et les cellules amacrines) et des cellules gliales (les cellules de
Miiller, les astrocytes et les cellules microgliales) (Figure 2). Les cellules neuronales sont
responsables de la transformation du signal lumineux et de son acheminement vers le cerveau.
Les photorécepteurs captent les photons et transforment leur énergie lumineuse en un signal
¢lectrochimique au cours d’un processus appelé «cascade de phototransduction ». Ils
transmettent ce signal aux cellules bipolaires, qui elles-mémes le transmettent aux cellules
ganglionnaires. Ces dernic¢res acheminent 1’information au cortex visuel via le nerf optique
qu’elles forment avec leurs fibres. La transmission de ces signaux d’une cellule a 1’autre
s’effectue grace a des synapses. A chaque relais, le signal peut étre modifié par les cellules
horizontales et amacrines qui établissent des connexions latérales avec les photorécepteurs,
les cellules bipolaires et ganglionnaires. Les cellules d’association permettent ainsi
d’améliorer le contraste et la définition du stimulus visuel en inhibant ou en activant les

cellules.

Les cellules gliales n’interviennent pas directement dans le processus de la vision mais
sont importantes pour le maintien de I’homéostasie de la rétine. Les cellules gliales de Miiller

constituent les principales cellules gliales de la rétine. Elles traversent toute 1’épaisseur de la
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rétine, leurs corps cellulaires se situent dans la couche nucléaire interne et ses nombreux
prolongements cytoplasmiques entourent 1’ensemble des neurones de la rétine, participant
ainsi au bon fonctionnement de ces cellules. Elles participent également a la formation de la
barriere hémato-rétinienne (BHR) interne (voir Chapitre 1. 2. c¢). Les cellules microgliales
représentent les principales cellules immunitaires résidentes de la rétine en condition non
pathologique (Perry and Gordon, 1988). Elles sont en faible nombre dans la rétine et
uniquement dans la couche des axones des cellules ganglionnaires. En condition
pathologique, elles sont activées et migrent a travers la rétine vers la région lésée pour

dégrader les débris cellulaires (Cuenca et al., 2014).

La rétine est un tissu organisé¢ en couches cellulaires successives constituées de
I’intérieur vers 1’extérieur de I’ceil (du vitré vers la choroide) comme suit (Kolb, 1995a) :

e la membrane limitante interne, membrane en contact avec le vitré et contenant
les pieds proximaux des cellules de Miiller,

e la couche des fibres optiques, constituée par les axones des cellules
ganglionnaires qui se rassembleront pour former le nerf optique,

e la couche des cellules ganglionnaires, constituée par les corps cellulaires des
cellules ganglionnaires,

e la couche plexiforme interne, formée par les synapses entre les cellules
ganglionnaires, bipolaires et les cellules amacrines,

e la couche nucléaire interne, qui contient les corps cellulaires des cellules
bipolaires, amacrines, horizontales et des cellules de Miiller,

e la couche plexiforme externe, contenant les synapses des cellules bipolaires,
horizontales et des photorécepteurs,

e la couche nucléaire externe, formée par le corps cellulaire des photorécepteurs,

e Jla membrane limitante externe, qui constitue une zone d’adhérence entre les
photorécepteurs et les pieds distaux des cellules gliales de Miiller,

¢ la couche des segments internes et externes des photorécepteurs,

e [’¢pithélium pigmentaire rétinien.
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Figure 2 : Organisation stratifiée de la rétine.

(A) Schéma des cellules nerveuses composant la rétine dont les corps cellulaires et les
interconnexions forment 1’aspect en couches de la rétine. Les photons traversent toute 1’épaisseur de la
rétine avant d’étre captés par les photorécepteurs. Ces derniers transforment I’énergie lumineuse en un
signal ¢électrochimique lors de la phototransduction. L’information est ensuite transmise aux cellules
bipolaires qui elle-méme la relayent aux cellules ganglionnaires dont les fibres nerveuses forment le
nerf optique qui achemine les informations au cerveau. Les cellules horizontales et amacrines
permettent la modulation de ce signal. Les cellules gliales de Miiller et les astrocytes participent a
I’homéostasie de la rétine. En face de la rétine neurale au contact des photorécepteurs se trouve
1'épithélium pigmentaire rétinien [Modifié d’apreés
http://intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/internal/anatomy/]. (B) Marquage ¢osine et hématoxyline
d’une coupe de rétine de souris adulte. Barre d’échelle = 50 um [Modifi¢ d’aprés Mollema et al.,
2011, PLoS One].

20



Introduction

L’ensemble de I’ceil est vascularisé par 1’artére ophtalmique qui se divise pour donner
différents réseaux vasculaires (Figure 3, A). La rétine recoit son apport sanguin par un double
systeme vasculaire : le réseau vasculaire rétinien provenant de I’artére centrale de la rétine qui
entre dans I’ceil via le nerf optique, et le réseau vasculaire choroidien provenant des artéres
ciliaires, qui traversent la sclére au-dessus et en dessous du nerf optique (Pournaras et al.,

2008).

Le systeme vasculaire rétinien est organisé en plusieurs couches interconnectées et
prend en charge I’apport en besoins métaboliques des couches internes de la rétine (cellules

ganglionnaires, bipolaires, amacrines, horizontales et cellules de Miiller) (Figure 3, B).

La nutrition des photorécepteurs et de ’EPR s’effectue grace au deuxiéme réseau
vasculaire : le systéme choroidien (Figure 3, B). Le systéme vasculaire choroidien forme sous
I’EPR un ensemble de capillaires trés denses appelé les choriocapillaires. Ces capillaires sont
fenestrés permettant la diffusion de protéines jusqu'a I’EPR via la membrane de Bruch. Ainsi
les besoins métaboliques des photorécepteurs sont satisfaits par ’EPR qui évacue également

leurs déchets (voir Chapitre 1. 4. b).

Les photorécepteurs et I’EPR sont isolés du systeme vasculaire par deux BHR : une
externe et une interne. Ces barriéres jouent un role important dans la régulation du
microenvironnement de la rétine. Elles controlent les flux liquides et moléculaires entre les
vaisseaux sanguins et les cellules de la rétine. Elles empéchent également l’entrée de

macromolécules et autres agents pathogeénes dans la rétine (Pournaras et al., 2008).

La BHR interne est formée par les jonctions serrées entre les cellules endothéliales
entourées par les péricytes et par les pieds des cellules gliales de Miiller. Les péricytes sont
des cellules contractiles qui contrdlent le flux sanguin. Les pieds des cellules gliales de Miiller
contribuent a I’intégrité de 1’étanchéité et de la vasomotricité des vaisseaux (Cunha-Vaz et al.,

2011).

La BHR externe est constituée par les jonctions serrées de ’EPR, qui leur confeérent un
haut degré de controle de passage des fluides entre la circulation sanguine choroidienne et la
rétine neurale. En effet, les choriocapillaires sont fenestrés les rendant trés perméables.

L’EPR, de par ses jonctions serrées et la syntheése de cytokines anti-inflammatoires, crée le
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privilége immun au niveau des segments internes et externes des photorécepteurs. En effet, il
protége cette zone, appelé espace sous-rétinien, de 1’invasion de micro-organismes et de
cellules immunitaires pouvant provenir de la circulation sanguine. En conditions
physiologiques, ce privilége immun permet d’éviter les réactions inflammatoires qui

pourraient étre a 1’origine d’une perte de function visuelle.

A
Sclére
Artére ciliaire
. 3 Macula
Nerf optique N /
\ Fovéa
Veine centrale
de la rétine .: b A
— RL N\ ' Réseau vasculaire
Artére centrale s AN rétinien
de la rétine W .
Artére ciliaire . =
Choroide

Photorécepeteurs

illai ficiel
Capillaires superficiels Epithélium pigmentaire

Réseau vasculaire I:
rétinien

rétinien Capillaires profonds
Choriocapillaires Membrane de Bruch

Choroide

Figure 3 : Schémas des réseaux vasculaires de la rétine.

La rétine est vascularisée par deux réseaux vasculaires. (A) Le réseau vasculaire rétinien provient de
I’artére centrale de la rétine et passe par le nerf optique irriguant ainsi les couches internes de la rétine.
La choroide, le deuxiéme réseau vasculaire, provient de 1’artére ciliaire qui traverse la sclére. (B) Le
réseau vasculaire rétinien forme deux réseaux de capillaires pour la vascularisation de la rétine. La
choroide forme sous I’épithélium pigmentaire rétinien les choriocapillaires, essentiels pour les
photorécepteurs et 1’épithélium pigmentaire rétinien [Modifi¢ d’aprés Newman, 2013, J Cereb Flow
Metab].
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Des altérations de ces deux barricres peuvent jouer un rdle crucial dans le
développement de pathologies rétiniennes. Les pathologies les plus fréquentes sont la
rétinopathie diabétique initiée par une altération de la BHR interne, et la dégénérescence
maculaire liée a 1’age (DMLA) résultant d’un défaut de la BHR externe di a la perte des

cellules d’EPR ou de leurs jonctions serrées (Cunha-Vaz et al., 2011; Klaassen et al., 2013).

3. Les photorecepteurs

I existe deux types de photorécepteurs dans la rétine : les cones et les batonnets. Ils
tirent leur nom de leur morphologie : cylindrique et allongée pour les batonnets et conique
pour les cones (Figure 4). IlIs sont composés (i) d’une synapse en contact avec les cellules
bipolaires et horizontales, (ii) d’un corps cellulaire contenant le noyau, (iii) d’un segment
interne contenant la machinerie nécessaire au métabolisme cellulaire et de nombreuses
mitochondries permettant la syntheése d’ATP, et (iv) d’un segment externe qui est formé par
I’empilement de disques membranaires. Les disques sont isolés de la membrane plasmique
pour les batonnets ou formés par de simples repliements de la membrane pour les cones
(Kolb, 1995b). Dans ces disques, structures trés spécialisées, sont enchassés les
photopigments, les opsines, molécules sensibles a la lumiére impliquées dans la premiére
étape de la phototransduction (voir Chapitre 1. 3. b). Le segment interne et le segment externe
sont reliés par le cil connecteur qui permet le transport des protéines entre les deux

compartiments.

Selon les espéces, la répartition des photorécepteurs n’est pas la méme sur toute la
rétine. Chez les rongeurs, les cones et les batonnets sont repartis uniformément, tandis que
chez les primates et I’Homme, les cones sont concentrés dans une région particuliere appelée
la macula. La partie centrale de la macula, la fovéa, est composée exclusivement des corps
cellulaires des cones, les autres cellules semblent étre « poussées » sur le coté de cette région.
La fovéa représente la zone d’acuité maximale de la rétine. On distingue également une zone
au niveau de la rétine ou il n’y a pas de photorécepteurs : il s’agit de la tache aveugle, lieu de
rassemblement des fibres des cellules ganglionnaires pour donner naissance au nerf optique

en direction du cerveau.

Chez I’'Homme et les grands primates, la rétine contient environ 20 fois plus de

batonnets (environ 92 millions) que de cones (environ 4,6 millions) (Curcio et al., 1990).
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Chez le rat et la souris, la rétine est composée essentiellement de batonnets (Carter-Dawson

and LaVail, 1979).

Segment externe —

Proppees--

Cil connecteur

Segment interne

Noyau

Terminaison synaptique

|
(=1
3 -_— -
o —

Batonnet

Figure 4 : Représentation schématique des deux types de photorécepteurs.

Il existe deux types de photorécepteurs, les cones et les batonnets, nommés ainsi selon leur forme. Ils
sont composés d’une terminaison synaptique, d’un noyau, d’un segment interne et d’un segment
externe constitué par I’empilement de disques. Les cones permettent la vision diurne, de précision et
des couleurs, tandis que les batonnets permettent la vision nocturne et périphérique [Modifié¢ d’apres
www.lyceeadulte.fr].

Les cones et les batonnets ne remplissent pas les mémes fonctions pour la vision.
D’une part, les cones sont responsables de la vision photopique (diurne), des détails et des
couleurs (Sung and Chuang, 2010). Dans la rétine humaine il existe 3 types de cones en
fonction de la longueur d’onde maximale d’absorption de leur opsine. Les cones de type L
(long) présentent une capacité maximale d’absorption des photons pour de grandes longueurs
d’onde situées vers 560 nm (dans le rouge) ; les cones M (milieu) vers 530 nm (dans le vert)
et les cones S (short) vers 420 nm (dans le bleu) (Bowmaker and Dartnall, 1980). Ces trois
types de protéines permettent la vision des couleurs, qui est totalement créée par le cerveau
apres une analyse combinée des informations envoyées et partiellement traitées par les
diverses cellules rétiniennes. D’autre part, les batonnets sont responsables de la vision
scotopique (nocturne) et de la vision périphérique. Ils n’expriment qu’un seul type d’opsine,
appelée la rhodopsine, qui représente 90% des protéines présentent dans les segments
externes des batonnets et qui absorbe la lumiere vers 495 nm. La rhodopsine n’a besoin que

d’un photon pour étre excitée, alors que les opsines de cones doivent recevoir de nombreux

24



Introduction

photons pour initier la cascade de phototransduction. Ainsi, pendant la journée, la rétine est
capable d’absorber toutes les secondes les 100 millions de photons qui 1’atteignent grace aux
cones, les batonnets étant saturés dés 1000 photons. Pendant la nuit ou 1’obscurité, la vision
est assurée par ces batonnets tandis que les cones eux ne sont pas stimulés (Rieke and Baylor,

1998).

La phototransduction est le mécanisme par lequel les photorécepteurs transforment

I’énergie lumineuse en un signal nerveux interprétable par le cerveau (Fu, 1995).

A D’obscurité, grace a une forte concentration en GMP cyclique (GMPc), les canaux
cationiques sodiques (Na') et calciques (Ca’") des segments externes des photorécepteurs
(SEP) sont ouverts en permanence (Figure 5). Dans le segment interne, les ions potassiques
sortent vers le milieu extracellulaire. Ce flux d’ions provoque un courant dépolarisant appelé
« courant d’obscurité ». Cet état de dépolarisation permanente des photorécepteurs induit une

libération continue de leur neurotransmetteur, le glutamate.

La lumiére initie au sein des SEP I’isomérisation du 11-cis-rétinal en tout-trans-
rétinal, qui se trouve au centre de la molécule d’opsine. Cette opsine photo-activée active la
transducine, une protéine G composée de trois sous-unités a, 3, y, en catalysant 1’échange
d’un GDP pour un GTP. La dissociation de la sous-unité¢ o liée au GTP de la transducine
active a son tour une phosphodiestérase (PDE). La PDE ainsi activée hydrolyse tres
rapidement le GMPc cytoplasmique en GMP. La chute du taux de GMPc intracellulaire
entraine la fermeture des canaux cationiques situés au niveau des SEP. Dans le méme temps,
les canaux de fuite calciques et potassiques situés au niveau des segments internes des
photorécepteurs sont toujours ouverts entrainant une hyperpolarisation des photorécepteurs ce
qui inhibe la libération du neurotransmetteur, le glutamate, au niveau du bouton synaptique du
photorécepteur. Dans la phase de récupération, I’opsine photo-activée est désensibilisée par
phosphorylation et liaison avec 1’arrestine. La quantité de GMPc revient a un niveau de base
grace a la guanylate cyclase provoquant la réouverture des canaux cationiques (Sung and
Chuang, 2010). Le rétinal isomérisé quant a lui est transporté soit vers I’EPR, soit vers les
cellules gliales de Miiller, pour étre régénéré en 11-cis-rétinal ou en 11-Cis rétinol
respectivement. Récemment il a été découvert que certains cones expriment RPE65, 1’enzyme

permettant de régénérer le rétinal (voir Chapitre 1. 4. b).
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Les photorécepteurs sont reliés aux cellules bipolaires par des synapses. Il existe deux
types de cellules bipolaires : les cellules bipolaires ON et OFF. Lorsqu’un photon est capté
par un photorécepteur, il entraine son hyperpolarisation et une diminution du taux de
glutamate relargué. Si le photorécepteur est reli¢ a une cellule bipolaire ON (hyperpolarisée a
I’obscurité) celle-ci se dépolarise et libére a son tour du glutamate, tandis que si le
photorécepteur est reli€é a une cellule bipolaire OFF (dépolarisée a I’obscurité), celle-ci
s’hyperpolarise inhibant ainsi la libération de glutamate (Kolb, 2003). Les cellules
ganglionnaires sont complémentaires des cellules bipolaires et transmettent 1’information de

ces dernicres au cortex visuel du cerveau en émettant des potentiels d’action.

G%P e Membrane

Membrane du disque = Canal ouvert / plasmique

Cytoplasme Guanylate
cyclase

Rhodopsine

Transducine 3
Phosphodiestérase  GMPc gmp  Canalfermé &

Figure 5 : Molécules impliquées dans la cascade de phototransduction.

A T’obscurité la guanylate cyclase hydrolyse le GTP en GMP cyclique (GMPc¢). Le GMPc¢ maintient
ouverts les canaux cationiques dépendants du GMPc, permettant un influx de calcium et de sodium
dans la cellule. La lumiére (hv) provoque 1’isomérisation du 11-cis-rétinal en tout-trans-rétinal, ce qui
active la rhodopsine. La rhodopsine ainsi activée peut lier la transducine, protéine G avec 3 sous-
unités o, B et y, pour I’activer a son tour. La sous-unit¢ o liée a un GTP active ensuite la
phosphodiestérase qui hydrolise le GMPc en GMP, réduisant ainsi la concentration de GMPc dans la
cellule et la liaison du GMPc aux canaux cationiques correspondants. Le sodium et le calcium
n’entrent plus dans la cellule, provoquant une dépolarisation de la membrane [Modifié d’aprés
www.lookfordiagnosis.com].

La phototransduction entraine une forte consommation d’oxygene qui s’accompagne
d’une production de radicaux libres engendrant du stress oxydatif dans les SEP. Ces radicaux
libres causent des dommages sur les membranes cellulaires, les protéines et I’ADN. La
phototransduction est dépendante de la fonction et de la structure des protéines, du rétinal et
des membranes des photorécepteurs. Les photorécepteurs possédent peu d’enzymes de
détoxification capables d’éliminer ces radicaux libres (Winkler, 2008). Ainsi pour maintenir

leur excitabilité et lutter contre ce stress oxydatif, les photorécepteurs renouvellent
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constamment leur SEP a partir de la base de leur segment externe au niveau du cil. La partie
la plus distale des SEP, qui contient la plus grande quantité¢ de radicaux libres, est ¢liminée

par I’EPR afin que les SEP conservent une longueur égale (voir Chapitre 1. 4. b).

4. L’épithélium pigmentaire rétinien

L’EPR est un épithélium constitué d’une couche unique de cellules pigmentées,
polarisées, post-mitotiques et de forme hexagonale, situé entre la choroide et la rétine neurale.
Les cellules liées entre elles par des jonctions serrées participent ainsi & la BHR externe (voir
Chapitre 1. 2. c¢) (Boulton and Dayhaw-Barker, 2001). Ces cellules reposent sur la membrane
de Bruch du coté basal et sont en contact avec les photorécepteurs du coté apical (Figure 6).
Ces cellules possedent une distribution particuliére de leurs organites. En effet, dans la partie
basale de ces cellules se trouve le ou les noyaux, certaines cellules étant binucléées, ainsi que
les mitochondries. Dans la partie apicale de ces cellules se trouvent des extensions des
réticulums endoplasmiques lisse et rugueux, des mélanosomes lui conférant son nom de
‘pigmenté’, les phagosomes et les liposomes. Au cours du vieillissement, des granules de
lipofuscine dérivés de la phagocytose des SEP s’accumulent au niveau du cytoplasme. Les
membranes sont ¢galement différentes aux deux pdles. La membrane basale possede de
nombreuses invaginations courtes qui permettent d’augmenter la surface d’échange avec la
membrane de Bruch. La membrane apicale posséde deux types de microvillosités : de longs
microvilli qui augmentent la surface d’échange de la membrane et de courts microvilli qui
contribuent a la phagocytose rétinienne quotidienne (Boulton and Dayhaw-Barker, 2001;

Cuenca et al., 2014).
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Figure 6 : L épithélium pigmentaire rétinien est en contact étroit avec les
photorécepteurs.

Les cellules de 1’épithélium pigmentaire rétinien sont polarisées et sont maintenues entre elles par des
jonctions serrées imperméables. Sa membrane apicale est composée de microvillosités qui enchassent
les segments externes des photorécepteurs, et sa membrane basale repose sur la membrane de Bruch
en contact avec les choriocapillaires [Modifié d’aprés Chang et Finnemann, 2006].

L’interaction entre I’EPR et les photorécepteurs ainsi que la polarité des cellules de
I’EPR sont cruciales pour maintenir 1’intégrit¢ structurelle et fonctionnelle des
photorécepteurs. En effet, ’EPR remplit cinq fonctions principales et essentielles a la fonction
visuelle. Il réalise le recyclage des pigments visuels utilisés par les photorécepteurs, le
transport actif de métabolites pour nourrir et évacuer les déchets de la rétine neurale, la
sécrétion de facteurs de croissance, la protection de la rétine contre la photo-oxydation, et

enfin la phagocytose des SEP (Figure 7) (Strauss, 2005).
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Figure 7 : Les fonctions de I’épithélium pigmentaire rétinien.

L’¢épithélium pigmentaire rétinien est essentiel a la fonctionnalité et a la survie des photorécepteurs. Il
permet d’absorber les photons parasites grace a ses nombreux pigments de mélanine (jaune). Il réalise
un transport épithélial entre les photorécepteurs et la choroide pour nourrir les photorécepteurs et
évacuer leurs déchets métaboliques (rouge). Il participe au cycle visuel en réalisant la ré-isomérisation
du rétinal, molécule essentielle pour la phototransduction (orange). Il phagocyte les segments externes
des photorécepteurs riches en radicaux libres suite a la phototransduction (bleu). Enfin 1’épithélium
pigmentaire rétinien sécréte des facteurs de croissance, le VEGF pour maintenir la choroide et le
PEDF pour la survie des photorécepteurs (vert kaki) [Modifi¢ d’apres Strauss, 2005, Physiol Rev].

Comme nous I’avons vu dans le Chapitre 1. 3. b, lorsque les photorécepteurs captent
un photon le chromophore li¢ a I’opsine change de conformation. Il passe de sa conformation
active, 11-cis-rétinal, a sa conformation inactive, tout-trans-rétinal. Les batonnets ne
possedent pas de cis-trans isomérase et sont donc incapables de régénérer le tout-trans-rétinal
en 11-cis-rétinal. Il existe deux voies permettant la ré-isomérisation du rétinal. La premicre et
la plus connue s’effectue dans I’EPR et est appelée le cycle visuel du rétinal dans ’EPR
(Baehr et al.,, 2003). Le tout-trans-rétinal est réduit en tout-trans-rétinol par une
déshydrogénase dans le cytoplasme des photorécepteurs. Cette forme est ensuite transportée a
travers la matrice interphotorécepteurs (MIP) des SEP vers I’EPR grace a une protéine cargo
IRBP (interphotoreceptor retinoid-binding protein) (Jin et al., 2009). Une fois dans la cellule
de ’EPR le rétinol est re-isomérisé en 11-Cis rétinol grace a 1’isomérase RPE65 (retinal
pigment epithelium-specific protein 65 kDa), puis oxydé en 11-cis-rétinal (Moiseyev et al.,
2005). Le 11-cis-rétinal sort de I’EPR pour retourner dans les SEP via IRBP. Une fois dans
les disques des photorécepteurs, le chromophore peut de nouveau se lier a une molécule

d’opsine pour capter les photons. En 2002, Mata et ses collégues ont montré 1’existence d’une
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autre voie de ré-isomérisation du rétinal pour les cones (Mata et al., 2002). Les cones
fonctionnant dans des conditions de forte luminosité, leur taux de photopigment a régénérer
excede la capacité de I’EPR a recycler le chromophore. Cette voie est localisée uniquement
dans la rétine neurale (cycle visuel intra-rétinien). Les cOnes sont capables d’utiliser le 11-cis
rétinol produit par les cellules gliales de Miiller comme source de chromophore en 1’oxydant
en 11-cis-rétinal. Les batonnets étant incapables d’utiliser le 11-cis rétinol, ’EPR est
indispensable pour assurer une excitabilité constante de cette catégorie de photorécepteurs. De
plus, récemment une équipe a montré que chez certains rongeurs les cones de la rétine
expriment RPE65 (Tang et al., 2011a). IIs ont également montré que les cones verts et rouges
de ’'Homme expriment RPE65 au niveau de leurs SEP (Tang et al., 2011b). In vitro ces

cellules semblent utiliser RPE65 afin de régénérer rapidement le rétinal.

L’EPR réalise un transport transépithélial pour assurer le transport de 1’eau, des
nutriments et des ions entre les photorécepteurs et la choroide. L’activité métabolique intense
des photorécepteurs est a I’origine d’une augmentation réguliére du volume d’eau dans la
rétine. De plus, la pression oculaire conduit a un mouvement de I’eau vers le fond de I’ceil.
L’EPR permet d’¢liminer cette eau vers la choroide grace a des canaux spécifiques, les
aquaporines-1 (AQP1) situées dans les membranes apicales et basales (Stamer et al., 2003).
Ce mouvement d’eau permet de maintenir la rétine contre I’EPR et est couplé a celui des ions
chlore et potassium. En effet, a cause des jonctions serrées entre les cellules d’EPR, 1’eau ne
peut donc pas étre évacuée par une voie para-cellulaire. La présence d’une Na'-K'-ATPase du
coté apical de ’EPR permet de fournir I’énergie nécessaire au transport transépithélial, de
créer un gradient ionique favorisant le passage de plusieurs ions et de I’eau de 1’espace sous-
rétinien vers la choroide Il permet également d’apporter la quantité d’oxygene nécessaire aux
photorécepteurs pour fonctionner. L’EPR permet également d’éliminer les déchets produits
par les photorécepteurs comme 1’acide lactique. De plus, les photorécepteurs n’étant pas
vascularisés, I’EPR assure leur nutrition en captant le glucose et autres nutriments de la

choroide.

L’EPR est également connu pour produire et sécréter de nombreux facteurs de
croissance qui sont indispensables a la mise en place et au maintien de la rétine et de la
choriocapillaire (Strauss, 2005). Parmi ces nombreux facteurs de croissance, les deux les plus
connus et les mieux étudiés sont le PEDF (pigment epithelium-derived factor) et le VEGF
(vascular endothelium growth factor) (Adamis et al., 1993). Le PEDF participe au maintien de

la structure de la rétine en la protégeant de I’apoptose induite par le glutamate et ’hypoxie. Le
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PEDF est également considéré comme un inhibiteur de 1’angiogenése car il limite la
prolifération des cellules endothéliales de la choroide (Bouck, 2002). Le VEGF protége les
cellules endothéliales de 1’apoptose et stabilise les fenestrations de 1’endothélium de la
choroide. Ces deux facteurs sont sécrétés de part et d’autre de la cellule de I’EPR : le PEDF
est sécrété du coté apical vers les photorécepteurs, tandis que le VEGF est sécrété du coté

basal en direction de la choroide.
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Figure 8 : Mise en évidence du renouvellement des SEP et de la phagocytose rétinienne.

Le renouvellement des disques des photorécepteurs a été mis en évidence grace a des expériences de
« pulse-chase » par Young et Bok en 1967. (A) La méthionine radiomarquée est incorporée dans la
synthése des protéines des photorécepteurs. (B) Les protéines radioactives nouvellement formées sont
incorporées dans les disques a la base du segment externe. (C-D) Au cours du temps ces disques
marqués sont déplacés progressivement le long du segment externe montrant la formation répétée des
disques a partir de la base de ces segments externes. (E) Quand les disques marqués atteignent la fin
du segment externe, ils s’en détachent et sont retrouvés dans des phagosomes de 1’épithélium
pigmentaire rétinien, mettant ainsi en évidence la phagocytose de ces disques par I’épithélium
pigmentaire rétinien [Modifié d’apres Alberts et al, 1994, Mol Biol of the Cell 3rd ed.].

Une des fonctions importantes de I’EPR est sa participation active au renouvellement
des SEP. En effet, comme nous I’avons vu les photorécepteurs renouvellent leur SEP afin de
lutter contre le stress oxydatif engendré par les photons lumineux. Ce taux de renouvellement
des disques a été mis en évidence et évalué en 1967 par le docteur Young : chez le rat et la
souris chaque batonnet régénere son segment externe en 10 jours (Young, 1967). Des
expériences de « pulse-chase » avec des acides aminés radiomarqués ont montré une bande de
protéines radioactives qui se déplace au cours du temps le long du SEP en partant de sa base,
et qui se retrouve ensuite dans I’EPR (Figure 8) (Young and Bok, 1969). Chaque cellule de
I’EPR interagit avec 20 a 30 photorécepteurs (Bhutto and Lutty, 2012). Ces cellules sont post-
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mitotiques, ce qui en fait les phagocytes les plus actifs du corps humain. En 1976, LaVail a
montré que cette phagocytose présente un rythme au cours du cycle jour-nuit (Figure 9, A et
B) (LaVail, 1976). En effet, il constate que la quantité de phagosomes présents dans les
cellules de I’EPR atteint un maximum deux heures aprés ’arrivée de la lumiére alors qu’elle
est restreinte le reste du cycle. Cette phagocytose rythmique est trés conservée comme le
démontrent les études sur les nombreuses especes d’animaux : les poissons, les amphibiens,
les oiseaux et les mammiferes, comme le rat, la souris, le chat et le singe (Anderson et al.,
1980; Basinger et al., 1976; Fisher et al., 1983; LaVail, 1980; O’Day, 1978; Young, 1978). La
phagocytose s’effectue classiquement en plusieurs étapes: la reconnaissance, la liaison,
I’internalisation, que nous verrons plus en détail dans le Chapitre II. 1, et enfin la digestion.
Une fois internalisés, les phagosomes subissent des phénoménes de maturation conduisant a
la dégradation de leurs protéines et lipides. Ainsi le phagosome va fusionner avec les
endosomes précoces, tardifs et enfin les lysosomes (Kevany and Palczewski, 2010). Certaines
molécules importantes pour les photorécepteurs sont recyclées et leur sont délivrées comme
c’est le cas du 11-cis-retinal. D’autres sont complétement digérées et évacuées dans le sang
via la choroide. C’est le cas de 1’opsine qui est détruite par la cathepsine D, protéine présente
dans les lysosomes de toutes les cellules (Rakoczy et al., 1999). D’autres encore restent
piégées dans les cellules de ’EPR sous forme de granules de lipofuscine. La lipofuscine
provient de résidus modifiés de la digestion incompléte des SEP (Katz and Robison Jr, 2002).
Les granules de lipofuscine contiennent des lipides, des protéines et molécules photoréactives,
comme le di-rétinoide-pyridinium-éthanolamine (A2E) qui est un générateur possible
d’especes réactives de 1I’oxygene et qui posseéde donc des effets photo-toxiques (Sparrow and
Boulton, 2005). L’accumulation progressive de granules de lipofuscine dans les cellules de
I’EPR avec 1’age constitute 1’'une des caractéristiques majeures du vieillissement observée
dans ’EPR et qui au-dela d’un certain seuil peut étre a 1’origine de pathologies visuelles

comme la DMLA.
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Figure 9 : La phagocytose rétinienne presente un rythme circadien.

(A) Photographie de coupes de rétine inclue en paraffine montrant I’opsine des photorécepteurs dans
les cellules d’épithélium pigmentaire rétinien (phagosomes). Avant ’arrivée de la lumiére, tres peu de
phagosomes sont presents dans 1’épithélium, tandis que le nombre de phagosomes est trés important
aprés I’arrivée de la lumiére. (B) Quantification du nombre de phagosomes présents dans 1’épithélium
pigmentaire rétinien sur 100 um de rétine en fonction des heures de la journée. Au moment de
I’arrivée de la lumiére (6 heures) la phagocytose augmente pour atteindre un maximum 2 heures plus
tard (8 heures), puis elle revient a un niveau basal le reste de la journée. (C) Immunoblots représentant
la phosphorylation de FAK et de MerTK au cours des heures de la journée. La phosphorylation de ces
deux protéines se fait de fagon séquentielle a partir de ’arrivée de la lumiere. FAK est phosphorylée
30 minutes apres 1’arrivée de la lumiére et MerTK au moment du pic de phagocytose [Modifié d’aprés
Nandrot et al., 2004, J Exp Med et Nandrot et al., 2007, PNAS].

L’EPR est essentiel pour protéger I’ensemble de la rétine de la photo-oxydation.
Comme précédemment décrit la rétine est un environnement idéal pour la production
d’especes réactives de I’oxygene (Beatty et al., 2000). Premiérement, la rétine a une grande
consommation d’oxygéne. Deuxiémement, elle est en permanence soumise a de fortes
expositions lumineuses. Troisiemement, les membranes des photorécepteurs sont riches en
acides gras polyinsaturés qui sont facilement oxydables, ce qui peut engendrer des réactions
cytotoxiques. Quatriemement, la rétine et I’EPR contiennent de nombreuses molécules
photosensibles comme les opsines, la lipofuscine et les enzymes mitochondriales.

Cinquiemement, la phagocytose des SEP par I’EPR est un processus qui engendre lui-méme
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du stress oxydatif au sein de ’EPR. Pour lutter contre cette photo-oxydation, ’EPR possede
trois lignes de défenses (Boulton and Dayhaw-Barker, 2001). La premicre est la présence de
granules fusiformes de mélanine, les mélanosomes. Ce pigment absorbe fortement la lumicre
entre 400 et 800 nm, limitant ainsi la quantit¢ de lumicre réfléchie a ’intérieur de I’ceil et
améliorant considérablement la vue. Les antioxydants constituent la deuxieme ligne de
défense de la rétine. L’EPR posséde des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques dont
leur réle est d’inactiver les radicaux libres et d’absorber une partie des photons (Beatty et al.,
1999)(BEATTY et al., 1999). La troisieme ligne de défense de I’EPR est sa capacité a réparer

les dommages causés par le stress oxydant sur I’ADN, les lipides et les protéines.

Toutes ces fonctions sont essentielles et un défaut de I’une d’entre elles peut conduire
a la mort des photorécepteurs, a la dégénérescence rétinienne, a la perte de la vision et a long

terme a la cécité (Cuenca et al., 2014).

Nous avons vu que les fonctions de I’EPR sont cruciales pour le maintien de la vue a
long terme. En effet, toute dérégulation ou absence de ces fonctions entraine des pathologies
d’apparition plus ou moins précoce comme I’amaurose congénitale de Leber, le syndrome de

Usher, la rétinite pigmentaire et la DMLA.

La rétinite pigmentaire (RP) est un ensemble de maladies génétiques hétérogenes dont
la prévalence est de 1 cas pour 3000 a 5000 naissances (Ferrari et al., 2011). La RP est une
dégénérescence rétinienne ciblant les batonnets de la périphérie de la rétine qui se manifeste
par une cécité nocturne, suivie par un rétrécissement du champ visuel, une diminution de la
vascularisation rétinienne et des dépdts pigmentaires proche de la fovéa. Les dommages sur la
macula ne sont visibles qu’a des stades avancés de la pathologie. Cette pathologie se traduit
donc par une perte de la vision périphérique et nocturne pendant I’adolescence suivie d’une
perte de la vision centrale chez ’adulte allant jusqu’a la cécité. La plupart des génes mutés
sont exprimés dans les photorécepteurs et codent pour des protéines impliquées dans la
phototransduction (RHODOPSINE, PDEG6), le cycle visuel ou la structure des batonnets
(RP1). Cependant, quelques genes comme RPE65 et MERTK sont exprimés au sein de I’EPR
(Gal et al., 2000; Gu et al., 1997; Nandrot et al., 2000). D’autres sont ubiquitaires comme les
facteurs d’épissage de la famille PRPF, mais entrainent seulement une pathologie visuelle qui

parait provenir de défauts de ’EPR (Farkas et al., 2014; Graziotto et al., 2011). La génétique
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des RP est complexe et une corrélation directe entre phénotype et génotype n’existe pas. En
effet, une méme mutation dans un geéne peut étre a ’origine de différents phénotypes, tout

comme un méme phénotype peut étre attribué a plusieurs genes (Ferrari et al., 2011).

Une mutation du géne RPEGS5 peut également étre responsable d’une autre pathologie :
I’amaurose congénitale de Leber (Morimura et al., 1998). Cette pathologie se caractérise par
une treés faible vision ou une absence totale de perception visuelle dés la naissance. Sa
prévalence n’est que de 1/30000 naissances, mais cette pathologie compte pour plus de 5%
des rétinopathies héréditaires, et représente 20% des cas de perte de vision chez les enfants.
Cette pathologie progresse rapidement ; la dégénérescence rétinienne aboutit a la mort des
photorécepteurs et de I’EPR, et donc a la cécité totale au cours de la premicre décennie de vie

(Hollander et al., 2008; Kaplan et al., 2013).

Le syndrome de Usher de type 1B est causé par un défaut de phagocytose des SEP par
I’EPR. Le géne muté pour cette pathologie est le gene de la MYOSINE Vlla (Weil et al.,
1995). Cette protéine du cytosquelette est responsable de la localisation correcte des opsines
dans les photorécepteurs, de RPE65 et des mélanosomes du coté apical de I’EPR et de
I’acheminement des phagosomes vers les lysosomes dans I’EPR (Gibbs et al., 2003; Williams
and Lopes, 2011). Cette pathologie se caractérise par une surdité neurosensorielle congénitale,
une perte de la vision progressive due a un mécanisme de rétinite pigmentaire et parfois des

troubles de 1’équilibre dus a une atteinte du vestibule.

La DMLA est la principale cause de perte sévere et irréversible de la vision chez les
personnes agées (2 partir de 50 ans) dans les pays industrialisés, et représente donc une
préoccupation de santé publique grandissante avec le vieillissement de la population (Cuenca
et al., 2014). Elle se définit par une dégénérescence progressive de la macula, qui aboutit a
une perte de la vision centrale. Cette pathologie est multifactorielle. L’age est le facteur de
risque le plus important, et de nombreux autres facteurs entrent aussi en jeu, comme des
facteurs environnementaux, de nutrition et génétiques. Avec 1’age, des changements
interviennent dans la morphologie de ’EPR : il y a une accumulation des granules de
lipofuscine, une réduction de la mélanine diminuant les capacités antioxydantes de I’EPR et
une accumulation progressive de dépdts extracellulaires (drusens) entre ’EPR et la membrane
de Bruch (Boulton and Dayhaw-Barker, 2001). L’événement majeur impliqué dans la DMLA
est I’accumulation de lipofuscine dans I’EPR due a la dégradation incompléte des SEP (Delori
et al., 2000). L’ A2E, un des composants de la lipofuscine, bloque la dégradation des SEP dans

les phagolysosomes et perturbe la synthése d’ATP par les mitochondries (Finnemann et al.,
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2002; Vives-Bauza et al., 2008). De plus, la lipofuscine est trés sensible a la photo-oxydation,
ce qui augmente les dommages cellulaires et rend les cellules encore plus vulnérables. Ainsi,
un cercle vicieux d’oxydations et de dommages cellulaires se crée, entrainant la mort
progressive des photorécepteurs et des cellules de ’EPR. En plus de cette accumulation de
lipofuscine, le nombre de mélanosomes diminue car ils fusionnent en partie avec les
lysosomes entrainant la dégradation de la mélanine dans ’EPR. Cette perte de mélanine peut
aboutir a une diminution de la capacit¢ de I’EPR a absorber la lumiére et donc a une
diminution de son potentiel antioxydant (Boulton and Dayhaw-Barker, 2001). La formation
des drusens entre ’EPR et la membrane de Bruch montre I’incapacité de ’EPR a dégrader
correctement les SEP. Ces drusens sont constitués de débris cellulaire, lipides, protéines,
lipoprotéines, phospholipides, triglycérides, cholestérols, acides gras polyinsaturés... (Cuenca
et al., 2014). Ils entrainent des modifications structurelles de I’EPR (perte des jonctions
serrées) qui permettent D’infiltration de monocytes et macrophages en provenance des
choriocapillaires, pouvant ainsi conduire a le dégénérescence des cellules de I’EPR et des
photorécepteurs (Cherepanoff et al., 2010; Sennlaub et al., 2013). L’ensemble des alterations

décrites favorise le développement de la DMLA.

I existe deux formes de DMLA qui, malgré des origines moléculaires
physiopathologiques communes, se développent différemment. La forme séche, ou
atrophique, se développe lentement et possede une prévalence élevée (90% des cas) ; elle se
caractérise par la formation de drusens sous les cellules d’EPR et une perte progressive de ces
cellules. La forme humide, ou exsudative, se caractérise par une angiogenese au niveau de la
macula. Ces néo-vaisseaux sont en partie formés par ’augmentation de la sécrétion de VEGF
par ’EPR (Witmer et al., 2003). Ils sont perméables, causant ainsi des infiltrations de fluides
et de sang dans la rétine. Cette forme de DMLA se développe trés rapidement et conduit a une
cécité totale. Dans les deux formes de cette pathologie, le lien physique et fonctionnel entre
I’EPR et les photorécepteurs d’une part, et ’EPR et la choroide d’autre part, est altéré, ce qui
aboutit a la mort cellulaire des tissus via des mécanismes d’apoptose (Bhutto and Lutty,

2012).
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Il. La phagocytose des segments externes des photorécepteurs
par I’épithélium pigmentaire rétinien

1. La machinerie de la phagocytose : analogie avec les macrophages

Le concept fondamental du principe de la phagocytose a été découvert en 1882 par
Elie Metchnikoff, ce qui lui a valu le prix Nobel de médecine en 1908. Il a décrit ce processus
comme un des mécanismes de défense immunitaire contre les bactéries grace aux globules
blancs. Il existe plusieurs types de phagocytose : la phagocytose anti-pathogénes qui permet
I’¢limination des éléments étrangers au corps, et la phagocytose des cellules apoptotiques qui
permet 1’¢limination des cellules endogenes en état de mort cellulaire programmée (Mao and
Finnemann, 2015). Cette derniére est essentielle au maintien de I’homéostasie des tissus et
pour éviter les réactions auto-immunes. Les cellules en apoptose modifient les molécules de
leur surface cellulaire : elles expriment des signaux « eat-me », ou « mangez-moi », qui sont
reconnus par les macrophages (Brown and Neher, 2012). Ces signaux sont I’exposition de
phosphatidylsérines (PtdSer), le changement de charge et de glycosylation de certaines
molécules a la surface cellulaire et I’exposition de la calréticuline qui est normalement une
protéine du réticulum endoplasmique (Ravichandran, 2011). Parmi eux, le signal qui a été le
plus étudié est I’exposition des PtdSer sur le feuillet externe de la membrane plasmique
(Fadok et al., 1992). Les PtdSer sont normalement maintenues exclusivement sur le feuillet
interne de la bicouche lipidique des cellules. Au cours de 1’apoptose la flippase devient active
permettant I’externalisation des PtdSer (Panatala et al., 2015). L’exposition des PtdSer est
’altération universelle la plus typique sur la surface des cellules apoptotiques : elle est
observée dans de nombreux types cellulaires aprés induction de ’apoptose de différentes

manicres (Fadok et al., 1998).

Du c6té macrophage, de nombreux récepteurs sont présents pour la reconnaissance des
signaux « eat-me ». Il y a les récepteurs « scavengers » (SR-A, SR-B, CD36, ...), les lectines,
les récepteurs du complément, ceux reconnaissant les lipoprotéines de faible densité (LDL)
oxydées (CD36, CD68 et SR-A), CD14, les intégrines, les récepteurs tyrosines kinases Tyro3,
Axl et Mer (récepteurs TAM) et enfin les récepteurs reconnaissant spécifiquement les PtdSer
(Niedergang and Chavrier, 2005; Ravichandran, 2011). L’existence d’autant de récepteurs
pour la reconnaissance des cellules apoptotiques est encore mal comprise. Henson, Savill et

Fadok pensent que toutes les cellules phagocytaires n’expriment pas 1’ensemble de ces
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récepteurs, et que plusieurs modes de reconnaissance sont nécessaires pour initier la
phagocytose (Henson et al., 2001; Savill and Fadok, 2000). I est également possible que
selon la nature de 1I’induction de 1’apoptose, les récepteurs nécessaires a la reconnaissance des
signaux « eat-me » ne soient pas les mémes. Les PtdSer peuvent étre reconnues de deux
facons différentes : la premiere, directe, s’effectue par des protéines ancrées a la membrane et
la deuxieme, indirecte, est rendue possible par des protéines solubles réalisant un pont entre
les PtdSer et des protéines membranaires (Ravichandran, 2011). Les récepteurs capables de
reconnaitre directement les PtdSer sont SR-B, CD36, CD68, des membres de la famille des
mucines et des immunoglobulines des cellules T (TIM) (TIM-1, TIM-3 et TIM-4), I’inhibiteur
1 de I’angiogenese du cerveau (BAIl) et la protéine Stabiline-2 (Greenberg et al., 2006;
Kobayashi et al., 2007; Miyanishi et al., 2007; Park et al., 2007; Park et al., 2008). Les
protéines solubles capables de reconnaitre les PtdSer sont milk fat globule-EGF factor 8
(MFG-ES), Growth arrest-specific 6 (Gas6) et Protéine S (détaillées dans le Chapitre 1V)
(Nakano et al., 1997; Hanayama et al., 2002). MFG-ES est capable de se lier aux intégrines
avp3 et avps, tandis que Gas6 et Protéine S sont des ligands des récepteurs TAM (Lemke
and Rothlin, 2008; Scott et al., 2001).

La phagocytose des SEP par ’EPR présente des caractéristiques communes avec la
clairance des cellules apoptotiques par les macrophages. En 2012, 1’équipe du Dr Finnemann
a montré que la partie des SEP a phagocyter présente une exposition accrue des PtdSer sur
leur feuillet externe juste avant que la phagocytose n’ait lieu (Ruggiero et al., 2012). Des
récepteurs reconnaissant les PtdSer sont présents au niveau apical des cellules de I’EPR. Pour
lier les SEP, EPR exprime spécifiquement ’intégrine avfB5 au pdle apical sur toute la
longueur des longs microvilli, alors que toutes les autres intégrines sont présentes dans la
partie baso-latérale de ces cellules (Finnemann et al., 1997; Nandrot et al., 2004). Comme
chez les macrophages, 1’intégrine av35 est capable de lier MFG-ES8 qui réalise un pont entre
les PtdSer et la cellule phagocytaire (EPR) (Nandrot et al., 2007). Les deux autres ligands
solubles des PtdSer, Gas6 et Protéine S, sont également exprimés par ’EPR (Burstyn-Cohen
et al., 2012; Prasad et al., 2006). Les récepteurs de la famille TAM sont ¢galement présents
dans la rétine : MerTK (Mer tyrosine kinase) et Tyro3 sont fortement exprimés au niveau des

microvilli courts des cellules de ’EPR, tandis que AxIl n’est pas exprimé par ces cellules
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(Prasad et al., 2006). MerTK est le récepteur nécessaire et essentiel pour 1’internalisation des
SEP par I’EPR (D’Cruz et al., 2000; Nandrot et al., 2000). Des récepteurs reconnaissant
directement les PtdSer sont également exprimés par les cellules de I’EPR: CD14, les
récepteurs de la famille « scavenger » SR-BI et SR-BII (Duncan et al., 2002; Elner et al.,
2003; Provost et al., 2003). Leurs roles dans la phagocytose rétinienne ne sont pas encore
totalement ¢lucidés. CD36 est exprimé au niveau apical des cellules d’EPR et semble moduler
la vitesse d’internalisation des SEP par une voie de signalisation indépendante de celle de
MerTK (Finnemann and Silverstein, 2001; Ryeom et al., 1996a; Ryeom et al., 1996b). En
effet, in vitro, selon les doses d’anticorps utilisées pour bloquer CD36, une accélération ou
une inhibition de I’internalisation des SEP est observée (Finnemann and Silverstein, 2001).
CD36 ne semble pas avoir un role majeur dans la phagocytose rétinienne car en son absence
sous des conditions standard, les souris ne développent pas de pathologie rétinienne (Sun et
al., 2006). Cependant, elles sont beaucoup plus sensibles aux dommages induits par une forte
exposition lumineuse. Sun et ses collégues proposent 1’hypothése qu’en condition de stress
oxydatif, CD36 est activé par les nombreux phospholipides oxydés, conduisant a une
augmentation de la phagocytose des SEP car celle induite par la voie classique de I’intégrine

avp5 et MerTK n’est pas suffisante.

Bien que la reconnaissance des cellules a phagocyter soit similaire, des différences
majeures existent entre la clairance des cellules apoptotiques par les macrophages et la
phagocytose rétinienne. Les cellules d’EPR lient les SEP assez lentement (environ deux
heures) tandis que les macrophages lient un maximum de particules en 30 minutes
(Finnemann and Rodriguez-Boulan, 1999). De plus, les macrophages sont capables de
phagocyter de nombreuses particules diverses alors que les cellules d’EPR phagocytent
préférentiellement un seul type de particules in vivo, les SEP (Mayerson and Hall, 1986). Une
¢tude a montré que SEP et cellules apoptotiques étaient reconnues de manicre équivalente par
les macrophages et I’EPR (Finnemann and Rodriguez-Boulan, 1999). Comme nous I’avons
vu précédemment ces deux types cellulaires utilisent des intégrines différentes pour lier les
particules a phagocyter : I'intégrine avf3 pour les macrophages et I'intégrine avf5 pour
I’EPR. Une autre différence majeure est la présence d’un rythme de phagocytose dans la
rétine. LaVail a montré que chez la souris, la phagocytose des batonnets présente un pic
d’activité¢ le matin (Figure 9, A et B) (LaVail, 1976). En effet, il y a 2,5 a 5 fois plus de
phagosomes dans I’EPR entre 30 minutes et 2,5 heures apres 1’arrivée de la lumiere comparé

aux autres heures de la journée. Ce rythme semble intrinséque au tissu et ne dépend pas de la
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lumiére. En effet, lorsque les souris sont en permanence dans le noir, la phagocytose
rétinienne suit toujours un rythme circadien (LaVail, 1976). Il semble étre influencé par des
facteurs humoraux : I’injection de réserpine, qui diminue la noradrénaline dans la glande
pinéale, bloque le pic de phagocytose (LaVail, 1976). Récemment, 1’équipe du Dr Finnemann
a montré que 1’exposition des PtdSer au niveau des SEP suit ¢galement un rythme circadien
qui correspond parfaitement a celui de la phagocytose (Ruggiero et al., 2012). En effet, in
vivo au moment de I’arrivée de la lumicre, la portion distale des SEP a éliminer présente un
maximum de PtdSer au niveau de leur feuillet externe. Le rythme de la phagocytose est aboli
chez les souris intégrine S5 et MFG-E8”, suggérant que le rythme d’externalisation des
PtdSer au niveau de la partie des SEP a ¢liminer est sous le contrdole de I’EPR et plus

précisément du couple intégrine avB5—-MFG-ES.

La phagocytose rétinienne nécessite une régulation fine de ses acteurs. En effet, au
contraire des macrophages et de leurs cibles, les SEP et les cellules d’EPR sont en contact
permanent, pourtant la phagocytose présente un rythme circadien. De nombreuses études ont
¢été et sont encore menées afin de comprendre la machinerie et la régulation de la phagocytose

rétinienne. Deux récepteurs ont particulierement été étudiés : I’intégrine avB5 et MerTK.

2. Le réle de I’intégrine avB5 dans la phagocytose rétinienne

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires impliqués dans les intéractions
cellules-cellules et cellules-matrice extracellulaire. Ces récepteurs fonctionnent sous forme
d’hétérodimere composés des sous-unités a et 3. En 1997, deux équipes ont mis en évidence
I’implication de I’intégrine avpB5 dans 1’é¢tape de liaison des SEP aux cellules de I’EPR en
bloquant ce récepteur par des anticorps (Finnemann et al., 1997; Miceli et al., 1997).
Drailleurs, avp5 est la seule intégrine exprimée sur la surface apicale des cellules de I’EPR
(Anderson et al., 1995; Finnemann et al., 1997). L’étude de la souris intégrine B en 2004 a
permis de mieux comprendre le rdle de cette intégrine dans la rétine. Chez ces souris
mutantes, le rythme de la phagocytose est absent dés le plus jeune age, et pourtant les
photorécepteurs sont fonctionnels jusqu'a 4 mois (Nandrot et al., 2004). Durant le reste de la
journée, la phagocytose est plus importante comparée aux souris sauvages, ce qui pourrait
expliquer la perte lente et progressive de la fonctionnalité des photorécepteurs observable a

partir de I’4ge de 6 mois. A 12 mois, les souris intégrine Ss” présentent une forte
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accumulation de lipofuscine dans les cellules d’EPR, démontrant une digestion incompléte
des SEP, un des symptomes de la DMLA. En 2006, un second rdle dans la rétine a été
découvert pour cette intégrine : elle permet le maintien de I’adhésion rétinienne (Nandrot et
al., 2006). En effet les intégrines sont capables de lier de nombreuses protéines de la matrice
extracellulaire afin de promouvoir 1’adhérence des cellules, la migration et la phagocytose.
Cette équipe a ¢galement constaté que [’adhésion rétinienne est soumise a un rythme
circadien : 1 pic d’adhésion intervient 3,5 heures apres 1’arrivée de la lumicre soit 1,5 heures
aprés le pic de phagocytose. Chez les souris intégrine S I’adhésion entre les
photorécepteurs et les cellules d’EPR est significativement réduite tout au long de la journée
sans étre abolie. De plus, le rythme de I’adhésion rétinienne est moins soutenu chez ces souris
comparé a celui présent chez les souris sauvages, cependant il est toujours présent, montrant
¢galement que 1’intégrine n’est pas la seule protéine impliquée dans I’adhésion rétinienne et
son rythme circadien. Il a fallu attendre 10 ans apres la découverte de I’implication de
I’intégrine avB5S dans la phagocytose rétinienne pour que MFG-ES soit identifi¢ comme son
ligand pour la liaison des SEP (Nandrot et al., 2007). MFG-ES8 ¢était un bon candidat depuis
qu’il avait été identifi€ comme protéine pont entre ’intégrine avp3 et les PtdSer chez les
macrophages (Hanayama et al., 2002). De plus, son expression a été démontrée dans la rétine
et dans EPR en 2006 (Burgess et al., 2006). Cependant, MFG-E8 ne semble pas étre

impliqué dans I’adhésion rétinienne (Nandrot et al., 2007).

L’intégrine avB5 semble agir conjointement avec un autre récepteur, la tétraspanine,
CD81, pour permettre la liaison des SEP (Chang, 2007). En effet, in vitro lorsque 1’activité de
CDS8I est bloquée, la liaison des SEP est diminuée d’environ 35%. Son role n’est cependant
pas encore ¢élucidé, il pourrait réguler la disponibilité, le renouvellement et les protéines de

liaison de I’intégrine avfs5.

La liaison entre I’intégrine et son ligand MFG-E8 permet le recrutement de plusieurs
partenaires intracellulaires conduisant a des voies de signalisation différentes et indépendantes

(Figure 10).

L’intégrine active la protéine de signalisation FAK (focal adhesion kinase) au niveau
submembranaire. FAK est une tyrosine kinase cytoplasmique qui colocalise avec les
intégrines, elles-mémes dépourvues d’activité kinase, au niveau des contacts focaux. En 2003,

I’expression de FAK a été identifiée au niveau de la membrane apicale des cellules d’EPR et
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son état de phosphorylation, reflétant son activation, a été étudié in vitro (Finnemann, 2003).
En Absence de SEP, FAK est liée a I’intégrine avB5 et est peu phosphorylée. Lors de la phase
de liaison, FAK est toujours liée a I’intégrine av35 et sa phosphorylation augmente au niveau
de la tyrosine 397. Pour enclencher la phase d’internalisation des SEP, FAK se détache de
I’intégrine pour aller activer d’autres protéines de signalisation, et sa phosphorylation diminue
progressivement. Durant cette phase 1’activation de MerTK par phosphorylation de ses
tyrosines est donc induite de fagon indirecte par cette voie de signalisation intracellulaire.
L’activation de MerTK est essentielle pour permettre 1’internalisation des SEP (Finnemann,
2003). En 2004, I’activation de FAK et de MerTK a été étudiée in vivo au cours du rythme
circadien (Nandrot et al., 2004). La phosphorylation de FAK et de MerTK se fait de fagon
séquentielle, 30 min et 2 heures apres ’arrivée de la lumiere respectivement (Figure 9, C).
Cette découverte a permis de caractériser le lien moléculaire entre les deux premieres étapes

de la phagocytose : la liaison et I’internalisation des SEP dans la cellule de I’EPR.

Le couple intégrine avB5—-MFG-ES8 est également impliqué dans la dynamique des
filaments d’actine. En effet, en 2012, Mao et Finnemann ont montré que ce couple induit
I’activation d’une autre protéine indépendamment de 1’activation de FAK et de MerTK. Il
s’agit de la protéine Racl qui appartient a la famille des protéines Rho GTPase (Mao and
Finnemann, 2012). Lorsqu’elles sont liées a un GTP, ces protéines interagissent avec d’autres
protéines impliquées dans 1’assemblage des filaments d’actine qui sont essentiels a la
formation de la coupe phagocytaire. La polymérisation de 1’actine en filament s’effectue a
partir de monomeres d’actine, appelé actine globulaire, et de molécules d’ATP. La
polymérisation de I’actine est contrélée par des protéines de la famille des Rho GTPase
(Cdc42, RhoA et Racl) et par des lipides membranaires de type phospho-inositides
(Deschamps et al., 2013). Les filaments d’actine sont essentiels pour de nombreuses fonctions
cellulaires comme la motilité, la division et le transport cellulaires et la phagocytose
(Burnside, 1976). Pour internaliser les particules, la membrane plasmique se déforme grace a
la polymérisation des filaments d’actine, formant des pseudopodes qui vont entourer la
particule. Pour permettre 1’allongement de ces pseudopodes, les filaments d’actine se
dépolymérisent a la base de la coupe phagocytaire pour étre de nouveau polymérisés a
I’extrémité des pseudopodes. Ainsi I’englobement d’une particule a internaliser est organisé
par une dynamique trés précise et active de polymérisation et dépolymérisation des filaments
d’actine. Cette dynamique a particuliecrement bien ¢été ¢tudiée dans le processus de

phagocytose des corps étrangers via le récepteur Fc gamma (FcyR). La liaison des corps
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étrangers a ce récepteur induit d’un coté I’activation de Cdc42 et I’accumulation de PIP2
(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) qui activent en retour des effecteurs de la
polymérisation de I’actine permettant la naissance de la coupe phagocytaire (Scott et al.,
2005). En parallele, cette liaison au FcyR induit I’activation de la phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K). La PI3K utilise le PIP2 qu’elle transforme en PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate) pour I’activation de Racl, Rho GTPase essentielle pour 1’extension compléte
des pseudopodes et la fermeture de la coupe phagocytaire (Niedergang and Chavrier, 2005).
PIP3 est également responsable de 1’inhibition de Cdc42. Ainsi I’inhibition de Cdc42 et la
diminution de la quantité de PIP2 provoquent la dépolymérisation des filaments d’actine a la

base de la coupe phagocytaire (Swanson, 2008).

Dans I’EPR, Cdc42, RhoA et Racl sont exprimées par I’EPR, cependant seule Racl
semble impliquée dans I’internalisation des SEP (Mao and Finnemann, 2012) . La liaison de
MFG-ES8 sur ’intégrine avf5 induit in vitro une redistribution et une activation de Racl
(Mao and Finnemann, 2012). En effet, Racl est mobilisée au niveau des SEP et est liée a un
GTP. Son activation permet la formation de filaments d’actine au niveau des particules liées
par I’intégrine avfB5. In vivo, I’absence de FAK ou de MerTK n’a pas d’incidence sur
I’activation de Racl qui est soumise elle aussi a un rythme circadien. Son activation augmente
1 heure apres I’arrivée de la lumicre pendant I’étape de liaison des SEP, et redevient basale
apres le pic de phagocytose. La PI3K est également sollicitée dans I’EPR pour favoriser la

polymérisation de I’actine au niveau des SEP li¢s (Bulloj et al., 2013).

Le mécanisme de fermeture de la coupe phagocytaire est encore mal connu.
Cependant, elle semble étre régulée par les Rho GTPase, qui activent la myosine non
musculaire de type II (NMMII) (Niedergang and Chavrier, 2004). Dans I’EPR le recrutement
de NMMII est sous la dépendance de MerTK (voir Chapitre II1. 3) (Strick et al., 2009). Apres
I’internalisation des particules dans la cellule, les filaments d’actine semblent se
dépolymériser rapidement (Niedergang and Chavrier, 2004). Dans les macrophages et dans
I’EPR, les phagosomes migrent ensuite dans la cellule pour fusionner avec les lysosomes le
long des microtubules (Jiang et al., 2015; Niedergang and Chavrier, 2004). Dans I’EPR, les
phagosomes migrent tout d’abord le long des filaments d’actine grace a la myosine Vlla afin
de quitter les microvilli, puis ils sont ensuite pris en charge par les microtubules grace a la
kinésine-1 (Gibbs et al., 2003; Jiang et al., 2015). En effet, la perte de la myosine VIla induit
un retard dans la migration des phagosomes des microvilli de ’EPR vers le centre de la

cellule, ces derniers sont coincés dans la partie apicale de I’EPR (Gibbs et al., 2003). La perte
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de la kinésine-1 entraine une plus grande quantité de phagosomes dans I’EPR aprées le pic de

phagocytose (Jiang et al., 2015).
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Figure 10 : Les acteurs de la phagocytose rétinienne.

Schéma représentant les différents récepteurs impliqués dans la phagocytose rétinienne et leurs voies
de signalisation connues. L’intégrine ovp5 lie son ligand MFG-E8 lui-méme lié aux
phosphatidylsérines a la surface des SEP. Cette liaison permet le déclenchement de la phagocytose :
I’activation de FAK va permettre I’activation intracellulaire de MerTK. L’intégrine recrute également
de nombreuses protéines comme Racl, PI3K et Akt. Ces protéines permettent la mobilisation du
cytosquelette d’actine pour la formation du phagosome et son déplacement dans la cellule. MerTK
activé et lié a ses ligands Gas6 et Protéine S interagit avec Grb2, qui stimule la PI3K pour la
mobilisation du cytosquelette d’actine. MerTK interagit également avec NMMII qui permet la
formation du phagosome. CD36 permettrait de moduler la vitesse d’internalisation. Les fléches noires
représentent les voies de signalisation identifiées in vivo, tandis que les fléches évidées représentent
les voies identifiées in vitro [Modifié d’aprés van der Meer et al., 2014, Blood].

3. L’identification de MerTK : un modele historique, le rat RCS

L’étude d’un modele naturel de rat, le Royal College of Surgeons (RCS), a permis de
découvrir le deuxiéme récepteur important pour la phagocytose des SEP par I’EPR. Chez le
rat RCS I’EPR lie les SEP mais ne les internalise pas, ce qui a pour conséquence leur

accumulation dans 1’espace sous-rétinien, conduisant ainsi a une dégénérescence des
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photorécepteurs et a une perte de la vision (Bok and Hall, 1971; Dowling and Sidman, 1962;
Goldman and O’Brien, 1978). La dégénérescence rétinienne de ces rats a été décrite pour la
premicre fois en 1938 par Bourne et ses collégues, puis a été observée et caractérisée en 1962
par Dowling et Sidman sans identifier le mécanisme moléculaire a 1’origine de ce phénotype
(Bourne et al., 1938; Dowling and Sidman, 1962). Cette pathologie est trés précoce avec une
perte des photorécepteurs observable dés 22 jours aprés la naissance. Au 32°™ jour post-natal
la totalit¢ des photorécepteurs a dégénéré et les rats sont aveugles. C’est en 2000 que deux
équipes ont identifié la protéine responsable de cette dégénérescence rétinienne (D’Cruz et al.,
2000; Nandrot et al., 2000). 11 s’agit du récepteur MerTK qui a été démontré comme
nécessaire a I’internalisation des SEP au cours de la phagocytose rétinienne. Les deux équipes
ont utilis¢ une approche de cartographie génétique classique qui a permis I’identification
d’une mutation dans le géne MerTK qui est absente chez les rats contrdles. Il s’agit d’une
large délétion génomique qui affecte une partie du second exon de MerTK conduisant a
I’absence totale de la protéine. Les techniques de restauration de phénotype sur ces rats ont
permis de rétablir la capacité phagocytaire des cellules de I’EPR et de limiter la perte des
photorécepteurs, confirmant le réle de MerTK dans I’internalisation des SEP préalablement

liés par I’intégrine avB5[](Feng et al., 2002; Tschernutter et al., 2005; Vollrath et al., 2001).

En 1999, avant la découverte du role de MerTK dans la phagocytose, une équipe a
créé une lignée de souris dont la partie intracellulaire de MerTK est absente, appelant cette
lignée Mer kinase dead (Mer!) (Camenisch et al., 1999). Ces souris ont permis de montrer
I’implication de MerTK dans différentes fonctions, son rdéle dans la diminution de
I’inflammation et dans la phagocytose des cellules apoptotiques par les macrophages
(Camenisch et al., 1999; Scott et al., 2001). Le phénotype oculaire de ces souris est identique
a celui des rats RCS, montrant I’importance de la partie intracellulaire de MerTK dans la

phagocytose rétinienne (Duncan et al., 2003).

Suite a la découverte de I’implication de MerTK dans la phagocytose rétinienne et
dans la pathologie du rat RCS, de nombreuses ¢tudes ont été réalisées afin de comprendre le
fonctionnement de ce récepteur et ses mécanismes de régulations (détaillés dans le Chapitre
IIT). De plus, des mutations de MERTK ont été identifiées chez des patients atteints de

pathologies visuelles.
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I11. Le récepteur Mer Tyrosine Kinase (MerTK)

1. Un récepteur de la famille TAM

MerTK appartient a la grande famille des récepteurs tyrosine kinases (RTK) et a la
sous-famille des récepteurs TAM qui comprend Tyro3, Axl et MerTK. Ces génes ont été
identifiés au début des années 1990, dans plusieurs especes et par de nombreux chercheurs,
générant ainsi une confusion générale quant a leur nomenclature (Tableau 1). Tyro3 a été
découvert en 1987 dans des lignées cellulaires de cancers (Takahashi and Cooper, 1987). Le
récepteur AxI fut identifi¢ par O’Bryan et ses collegues en 1991 chez des patients souffrant
d’une leucémie (O’Bryan et al., 1991). En 1992, le dernier membre de la famille a été
identifié a partir d’un rétrovirus de poulet et nommé v-eyk (Jia et al., 1992). Au cours de la
méme année des chercheurs le rebaptisent c-mer pour son expression dans les monocytes, les
cellules épithéliales et reproductrices (Graham et al., 1994). Aujourd’hui la nomenclature

adoptée pour ces récepteurs est Tyro3, Axl et MerTK (ou Mer).

Tableau 1 : Nomenclature des récepteurs TAM (Tyro3, Axl, MerTK).

Récepteurs Synonymes
Humain : Rse, Sky, Tif
Tyro3 Souris : Brt, Dtk, Etk-2
Poulet : Rek

Humain : Ufo
Axl Souris : Ark
Rat: Tyro7

Humain : MerTK, Nyk
Mer Rat : Tyrol2
Poulet : Eyk

Les récepteurs TAM ont des structures génomiques similaires, composées de 20 exons
pour Tyro3 et Axl et 19 pour Mertk, codant pour des transcrits de 3 a 5 kilobases (kb). Les
protéines n’ont pas le méme nombre d’acides aminés, 890 pour Tyro3, 894 pour Axl et 999
pour MerTK (Graham et al.,, 1994; Weier et al., 1999). Elles présentent toutefois des
sequences communes : il y a de 52 a 57% de similarité dans la partie extracellulaire et de 72 a
75% dans la partie cytoplasmique (Linger et al., 2008). Leur poids moléculaire élevé, compris
entre 100 et 140 kiloDaltons (kDa) pour Tyro3 et Axl, et 165 et 205 kDa pour MerTK,

dépend des modifications post-traductionnelles, glycosylations, phosphorylations et
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ubiquitinations (Linger et al., 2008; Sather et al., 2007). Ces modifications peuvent étre
spécifiques du tissu, du type cellulaire et de I’espéce (Ling et al., 1996). Par exemple, chez la
souris la taille de MerTK est plus importante dans les macrophages (205 kDa) que dans I’EPR
(190 kDa) (Nandrot et al., 2004; Sather et al., 2007).

Comme tous les RTK, les récepteurs TAM contiennent un domaine extracellulaire, un
domaine transmembranaire et un domaine kinase intracellulaire conservé riche en tyrosines.
Les récepteurs TAM se distinguent des autres RTK par la séquence trés conservée
KW(/L)A(I/L)ES présente dans le domaine kinase et par deux domaines constituant
I’ectodomaine : deux domaines immunoglobulin-like (Ig-like 1 et 2), permettant la liaison des
ligands, suivis de deux domaines fibronectine de type III (Figure 11) (Graham et al., 1994;
Hafizi and Dahlbick, 2006).

™ . | innal
Peptide signal

Domaines
Ig-like

Domaine %H%

transmembranaire

COOH

Figure 11 : Schéma de la structure du récepteur MerTK.

MerTK est un récepteur transmembranaire qui appartient a la grande famille des récepteurs a tyrosines
kinases et a la sous-famille des récepteurs TAM (Tyro3, Axl et MerTK). Sa partie extracellulaire est
composée d’un peptide signal permettant 1’adressage de la protéine a la membrane, de deux domaines
Ig-like et de deux domaines fibronectine III. MerTK possede également un domaine transmembranaire
permettant son ancrage a la membrane plasmique. Sa partie intracellulaire est composée d’un large
domaine tyrosine kinase contenant de nombreuses tyrosines phosphorylables et permettant 1’ancrage
de différentes protéines de signalisation cellulaire.

Au contraire des autres RTK, les récepteurs TAM ne sont pas requis au cours du
développement. Chez ’adulte, les récepteurs TAM sont exprimés dans la plupart des tissus
avec certains chevauchements mais un profil d’expression unique. Ils sont tous exprimés dans
les organes reproducteurs, les reins et certaines cellules de la lignée hématopoiétique (incluant

les monocytes/macrophages et les plaquettes) (Linger et al., 2008; Lu and Lemke, 2001; Lu et
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al., 1999). Tyro3 est fortement exprimé dans le systéme nerveux central, tandis qu’Axl est
abondant dans I’hippocampe et le cervelet (Linger et al., 2008). MerTK quant a lui est treés
présent dans les cellules dendritiques et les mégacaryocytes. Dans la rétine, seuls MerTK et

Tyro3 sont exprimés (Prasad et al., 2006).

En 1995, Stitt et ses collégues ont identifi¢ deux ligands capable de lier et d’activer
ces récepteurs TAM : Gas6 et Protéine S (Stitt et al., 1995). Toutefois 1’activation d’AxI par
la Protéine S n’a jamais été établie (Lew et al., 2014; Linger et al., 2008). Leur structure et
leur mode de liaison aux récepteurs sont détaillés dans le Chapitre IV. La liaison de ces
ligands aux récepteurs entraine leur dimérisation suivie de I’autophosphorylation de résidus
tyrosines dans le domaine cytoplasmique du récepteur (tyrosines 749, 753 et 754 pour le
MERTK humain), activant des cascades de signalisation intracellulaire (Hafizi and Dahlbéck,
2006; Ling et al., 1996). Les 3 résidus tyrosines sont essentiels pour une activité compléte de
ces récepteurs. Cependant, il est intéressant de noter qu’une étude récente a montré que la
liaison seule des ligands ne signifie pas I’activation optimale des récepteurs, en effet d’autres
facteurs entrent en jeu tels que 1’accrochage des ligands aux PtdSer et la présence d’ions

calcium dans le milieu extracellulaire (Lew et al., 2014).

La stimulation des récepteurs TAM par leurs ligands produit diverses réactions
cellulaires qui dépendent du ligand, du type cellulaire et de son environnement. Dans les
macrophages, les récepteurs TAM sont impliqués dans la diminution de la réponse pro-
inflammatoire médiée par les cytokines suite a une exposition a des bactéries, et dans la
clairance des cellules apoptotiques avec une utilisation préférentielle de MerTK (Scott et al.,
2001). En effet, il a été observé une abolition quasi complete de la phagocytose des cellules
en apoptose par les macrophages n’exprimant pas MerTK (Seitz et al., 2007). L’absence
d’expression des deux autres récepteurs diminue la clairance de seulement 50%. De plus,
Tyro3 et Axl semblent étre importants pour I’activation de MerTK, car en leur absence la
phosphorylation de MerTK est fortement réduite chez les macrophages (Seitz et al., 2007).
Dans ce processus de phagocytose, les macrophages utilisent I’intégrine av3 pour lier les
cellules apoptotiques et MerTK pour leur internalisation (Dransfield et al., 2015; Wu et al.,
2005). Dans les plaquettes, ils sont requis pour permettre 1’agrégation plaquettaire (Angelillo-
Scherrer et al., 2005). Ils posseédent également un rdle trés important dans la spermatogeneése.

En effet, les souris déficientes pour ces 3 récepteurs sont stériles en plus d’étre aveugles (Lu
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et al., 1999). Ils peuvent également jouer un rdle dans la survie cellulaire, la croissance, la

différentiation, 1’adhésion et la motilité.

Les récepteurs TAM appartenant a la grande famille des RTK, les mémes mécanismes
d’atténuation et de fin de signal pourraient étre utilisés : I’hétéro-oligomérisation, des ligands
antagonistes, la phosphorylation de résidus inhibiteurs, la déphosphorylation des résidus
activateurs, 1’endocytose des récepteurs et leur dégradation (Schlessinger, 2000). Ces
récepteurs peuvent également étre clivés, libérant ainsi leur ectodomaine dans le milieu
extracellulaire (O’Bryan et al., 1995; Sather et al., 2007). Cette partie soluble est capable de
lier Gas6 afin de bloquer sa liaison avec les récepteurs disponibles & la surface cellulaire
(Budagian et al., 2005; Sather et al., 2007). Le mécanisme de clivage est détaillé dans la partie
III. 4. b.

Les souris déficientes pour les 3 récepteurs se développent normalement mais sont
atteintes de troubles physiologiques a 1’age adulte. Elles présentent des défauts du systeme
immunitaire (défaut de clairance des cellules apoptotiques dans de multiples tissus, niveaux
¢levés de cytokines pro-inflammatoires comme le tumor necrosis factor-a (TNF-a) et
I’interleukine 6 (IL-6) et production d’auto-anticorps), du systéme nerveux, du systéme
reproducteur (défauts de spermatogenese), et du systéme visuel (dégénérescence rétinienne)
(Lemke and Lu, 2003). L’absence de Tyro3 seul provoque des désordres neurologiques et
celle d’Axl une augmentation de la perméabilité et des défauts de remodelage vasculaires
(Korshunov et al., 2006). Les souris déficientes pour MerTK présentent certaines similitudes
phénotypiques avec les souris triple déficientes pour les récepteurs TAM. La perte de
I’expression de MerTK engendre des maladies auto-immunes, des défauts de phagocytose des
cellules apoptotiques et des pathologies visuelles (D’Cruz et al., 2000; Duncan et al., 2003;
Nandrot et al., 2000; Scott et al., 2001). Les récepteurs TAM sont surexprimés dans une
grande variété de cancers humains, associés a des pathologies agressives et une espérance de
survie courte, avec la capacité d’activer les voies de signalisation oncogéniques et de survie
cellulaire (Lemke, 2013; Linger et al., 2008). L’association entre les TAM et le cancer est
connue depuis longtemps. Les premiers ADN complémentaires d’AXL et de MERTK ont été
clonés a partir de patients atteints respectivement de leucémie et de lymphoblastome (Graham

et al., 1994; O’Bryan et al., 1991).
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2. Mutations du géne MERTK et pathologies associées

Depuis que MerTK a été identifi¢ comme responsable du phénotype du rat RCS, le
criblage génétique de nombreux patients a révélé la présence de mutations de MERTK dans
des dégénérescences rétiniennes. Nous avons récemment publié une revue exhaustive des
mutations de MERTK identifiées chez I’Homme (Parinot and Nandrot, 2015, in press)
(Annexe 1).

La majorit¢ de ces mutations ont été identifiées chez des patients provenant de
familles consanguines et se transmettent selon un mode autosomal récessif. Les pathologies
ont d’abord ét¢ décrites comme des rétinites pigmentaires (RP) (Gal et al., 2000). Cependant
le phénotype semble atypique.

La RP se caractérise par une dégénérescence précoce des batonnets suivie plus tard au
cours de la vie adulte par celle des cones. Les dommages sur la macula ne sont visibles qu’a
des stades avancés de la pathologie. Les patients avec des mutations sur MERTK présentent
un phénotype plus sévére qu’une RP « classique », qui se développe trés rapidement durant la
premicre décennie de la vie avec une atteinte maculaire trés précoce. De plus, certains patients
présentent une autofluorescence au niveau de la macula, ce qui révele une digestion
incompléte des SEP par I’EPR, confirmant ainsi le défaut de phagocytose (Tschernutter et al.,
2006). Au vu de ces caractéristiques uniques, il serait donc plus exact de qualifier ce
phénotype de dystrophie de type batonnet-cone. Les mutations identifiées se distribuent dans
tous les domaines de MERTK, cependant la plupart sont présentes dans le domaine tyrosine
kinase de la protéine. Presque la moiti¢ des mutations est a I’origine de protéines aberrantes et

de nombreuses autres conduisent a des protéines tronquées.

Bien avant d’étre identifi¢ dans les pathologies rétiniennes chez I’ Homme, MERTK a
d’abord été caractéris€ en 1994 comme un proto-oncogene (Graham et al., 1994). La
surexpression de MERTK est d’ailleurs impliquée dans de nombreux cancers : leucémie,
lymphome, cancers colorectal et gastrique (Linger et al., 2008; Watanabe et al., 2011).
Certaines mutations ont également ¢été identifiées dans des mélanomes, des myélomes
multiples et des carcinomes (Hucthagowder et al., 2012; Tworkoski et al., 2013).
L’expression de MERTK est également augmentée dans certaines pathologies non
cancéreuses, comme la sclérose en plaque et 1’athérosclérose (Hurtado et al., 2011; Weinger

et al., 2009).
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Récemment, plusieurs approches thérapeutiques ont été développées afin de restaurer
I’expression de MerTK dans certains cancers et pathologies visuelles (Conlon et al., 2013;
Linger et al., 2013). Depuis 2011, la phase I d’un essai clinique est en cours en Arabie
Saoudite sur des patients atteints de dégénérescence rétinienne dues a des mutations de
MERTK (clinicaltrials.gov; NCT01482195). Au vu de son implication dans de nombreuses
pathologies visuelles et cancéreuses, du caractére rapide de 1’évolution de ces pathologies et
de leur impact sur la santé publique, il est essentiel d’étudier les voies de signalisation

intracellulaires impliquant le récepteur MerTK et la régulation de son activité.

3. Activation rythmique et cascade de signalisation

Comme nous l’avons vu dans le Chapitre II. 2. b, MerTK est activé par
phosphorylation rythmique dans la rétine (Figure 9, C) (Nandrot et al., 2004). In vivo, son
activation est observable au moment du pic de phagocytose et est induite par FAK, elle-méme
activée rythmiquement par phosphorylation au moment de I’arrivée de la lumicre via le
couple récepteur-ligand avB5—-MFG-ES8. L’activation de FAK dure plus longtemps que celle
de MerTK. En effet, une heure et demi apres le pic de phagocytose, FAK présente toujours
une forte phosphorylation (Nandrot et al., 2004). En 2005, Wu et ses colléegues ont montré
I’existence chez les macrophages d’une boucle de rétrocontréle négative entre les deux
récepteurs essentiels a la phagocytose, 1’intégrine avpB5 et MerTK (Wu et al., 2005). In vitro,
MerTK induit la phosphorylation de FAK sur la tyrosine 861 dans des cellules de fibroblastes
transfectées. L’intégrine avp5 recrute FAK ainsi phosphorylée, permettant I’activation de
Racl pour la mobilisation des filaments d’actine. La liaison de Gas6 a MerTK semble
essentielle pour induire la phosphorylation de FAK. Cette voie de signalisation pourrait
expliquer la durée d’activation de FAK in vivo dans la rétine, bien que cette phosphorylation
« en retour » n’ait jamais ¢été établie dans les cellules d’EPR. Toutefois, en 2012 I’existence
d’une boucle de rétrocontréle entre MerTK et I’intégrine avB5 a été démontrée dans les
cellules d’EPR (Nandrot et al., 2012). In vitro, I’absence de MerTK dans les cellules d’EPR
issues de rat RCS induit une plus grande quantité¢ de SEP liés a leur surface par rapport a des
cellules exprimant MerTK. Ces données suggerent donc que MerTK permet de réguler la
phagocytose rétinienne en restreignant la quantité de SEP pouvant étre liés par 1’intégrine
avp5. Cependant, la cascade de signalisation en aval reste inconnue. MerTK pourrait réguler
I’activité de D'intégrine indirectement en modulant par exemple des composants de la

membrane liés a I’intégrine comme CD81 ou en modulant le cytosquelette sous-membranaire.
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La signalisation intracellulaire de MerTK dans les cellules d’EPR in vitro a été
partiellement décrite en 2013 par I’équipe du Dr Debra Thompson (Shelby et al., 2013). Cette
équipe a identifi¢ de nombreux partenaires cellulaires directs et/ou indirects permettant des

cascades de signalisation différentes.

Dans un premier temps, MerTK semble capable de lier Grb2 dans la rétine, une
protéine appartenant a la famille des GRB (growth factor receptor-bound proteins) (Shelby et
al., 2013). Cette protéine se lie aux tyrosines phosphorylées de MerTK grace a son domaine
SH2 (Src Homology 2) et peut lier d’autres protéines grace a ses deux domaines SH3. In
vitro, la diminution de I’expression de Grb2 par siRNA, conduit & une diminution de 60% de
I’internalisation des SEP, montrant I’importance de cette protéine dans 1’activité phagocytaire
des cellules d’EPR (Shelby et al., 2013). Une fois activée, Grb2 permet notamment
’activation de la sous-unité régulatrice o de la PI3K, activant ainsi la voie de signalisation de
PI3K/Akt qui est impliquée dans la survie cellulaire et la mobilisation du cytosquelette
d’actine (Lemke, 2013). Shelby et ses collégues ont montré pour la premiere fois une
interaction directe de MerTK avec la PI3K in vitro et avec des protéines natives de ’EPR
(Shelby et al., 2013). La PI3K est impliquée dans la formation et la maturation des
phagosomes chez les macrophages (Vieira et al., 2001). En effet, elle permet la synthése de
phosphoinositides qui recrutent des marqueurs du systéeme endolysosomal dans les
phagosomes nouvellement formés, tels que EEA1 (early endosomal antigen 1) et la GTPase
RABS. Dans les cellules d’EPR in vitro, chacune de ces trois protéines (PI3K, EEA1 et
RABS) colocalise avec les phagosomes, montrant leur implication dans le processus de

phagocytose des SEP.

Dans un deuxiéme temps, ce groupe montre une interaction directe entre MerTK et
Src, une tyrosine kinase intracellulaire, dont le role a été démontré dans la clairance des
cellules apoptotiques par les cellules dendritiques (Y1 et al., 2009). L’activation de Src par
phosphorylation de la tyrosine 416 est dépendante de MerTK et est elle aussi rythmique. Elle
n’est pas phosphorylée avant I’arrivée de la lumiére, et 1’est pendant le pic de phagocytose
(Shelby et al., 2013). Le role de Src dans la phagocytose rétinienne n’est pas encore
clairement établi. En effet, certaines études montrent que cette protéine serait impliquée dans
la voie de signalisation MerTK—FAK-intégrine permettant 1’activation de Racl et donc la
mobilisation du cytosquelette d’actine (Wu et al., 2005). Cependant, dans les cellules d’EPR
I’activation de Racl est indépendante de FAK et de MerTK, invalidant I’implication de Src

dans cette voie de signalisation dans la rétine (Mao and Finnemann, 2012).
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MerTK est également impliqué dans la formation du phagosome et plus
particulierement dans la fermeture de la coupe phagocytaire. En effet, Strick et ses collegues
ont montré que MerTK interagit avec NMMII et participe ainsi a la formation du phagosome
(Strick et al., 2009). Lors de la phase d’ingestion, la distribution cellulaire de NMMII est
modifiée : initialement localisée au niveau des membranes latérales de I’EPR, elle est
redistribuée au niveau des phagosomes en présence des SEP. Ce changement de localisation
n’est pas observé dans I’EPR des rats RCS, montrant que la distribution de NMMII durant la
phagocytose est dépendante de MerTK.

Contrairement aux macrophages qui phagocytent les cellules apoptotiques des
I’établissement d’un contact, les cellules d’EPR phagocytent les SEP a un moment spécifique
alors que le contact est permanent. Dans la rétine, I’activation de la machinerie phagocytaire
doit donc étre parfaitement controlée afin de réaliser cette phagocytose au moment opportun
et de la limiter dans le temps. Nous avons vu que MerTK est le récepteur essentiel pour
effectuer I’internalisation des SEP. MerTK présente une activation rythmique trés courte dans
la rétine qui engendre de nombreuses voies de signalisations intracellulaires impliquées dans
des processus tres différents (Nandrot et al., 2004; Shelby et al., 2013). Afin de controler la
durée du pic de phagocytose, son activité est régulée trés précisément et pourrait I’€tre

différemment de chez les macrophages.

4. Régulation extracellulaire de la fonction de MerTK

Axl, Tyro3 et MerTK ¢étaient considérés comme des récepteurs orphelins jusqu’en
1995, lorsque deux laboratoires indépendants ont identifi¢ Gas6 comme capable de lier et
d’activer AxI (Stitt et al., 1995; Varnum et al., 1995). Stitt et ses collégues ont é¢galement
observé que Protéine S était responsable de la phosphorylation de Tyro3 (Stitt et al., 1995).
Peu de temps apres, Gas6 a été identifié comme capable de lier MerTK (Nagata et al., 1996).

Les interactions entre les récepteurs TAM et leurs ligands ont été bien étudiées par
différentes équipes. Gas6 active les 3 récepteurs, tandis que Protéine S active uniquement
MerTK et Tyro3 (Godowski et al., 1995; Lew et al., 2014). Gas6 lie directement le domaine
extracellulaire des récepteurs TAM et stimule leur phosphorylation au niveau de leur domaine
tyrosine kinase. L’affinité de Gas6 pour Axl est significativement plus élevée que celle pour

Tyro3 et surtout MerTK (Chen et al., 1997; Nagata et al., 1996). Ces données suggerent
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qu’Axl serait le récepteur activé par Gas6 dans les tissus exprimant les 3 types de récepteurs
TAM. L’association entre Gas6 et Axl a été particulierement bien caractérisée : selon une
steechiométrie 2:2, Gas6 et Axl forment un complexe récepteur—ligand qui se dimérise avec
un méme autre complexe (Sasaki et al., 2006). La dimérisation active le récepteur par
autophosphorylation des résidus tyrosines du domaine cytoplasmique, conduisant au

recrutement de protéines de signalisation.

Protéine S, beaucoup moins étudiée, est capable d’activer MerTK pour permettre
notamment la clairance des cellules apoptotiques par les macrophages (Uehara and Shacter,
2008). Lorsque Protéine S se lie aux PtdSer, ses résidus cystéines s’oxydent, permettant ainsi
la formation de diméres de ce ligand, et la liaison puis I’activation de MerTK (Uehara and

Shacter, 2008).

En 1986, Mayerson et Hall montrent que la phagocytose des SEP par I’EPR nécessite
la présence de sérum sans en identifier les molécules responsables (Mayerson and Hall,
1986). C’est en 2001, apres la découverte des ligands des récepteurs TAM, que Hall montre
qu’in vitro Gas6 est nécessaire a la phase d’internalisation de la phagocytose des SEP,
suggérant ainsi qu’il agirait comme ligand de MerTK (Hall et al., 2001). Protéine S quant a
elle ne semble pas nécessaire pour I’internalisation mais augmente la quantité de SEP liés a la
surface des cellules d’EPR. Une autre équipe a également montré 1’effet stimulateur de Gas6
sur des cellules d’EPR, et sa synthése par cet épithélium (Karl et al., 2008). En 2002, Hall et
ses collégues ont constaté que, pour initier 1’internalisation, Gas6 doit subir une gamma
carboxylation dépendante de la vitamine K et lier un atome de calcium afin de pouvoir lier les
SEP et MerTK (Hall et al., 2002). Cependant, en absence totale de Protéine S I’internalisation
des SEP est complétement abolie, alors que 1’absence de Gas6 entraine seulement une
diminution de I’internalisation. En 2005 et 2006, deux études ont démontré 1’absence de
phénotype particulier au niveau de la rétine des souris déficientes pour Gas6 par rapport aux
souris controles (Hall et al., 2005; Prasad et al., 2006). La seconde équipe a également montré
qu’in situ Protéine S est capable d’induire 1’autophosphorylation de MerTK. En 2012, les
souris double déficientes pour Gasé et Protéine S compliquent encore la compréhension du
role de ces ligands (Burstyn-Cohen et al., 2012). En effet, ces souris présentent le méme
phénotype de dégénérescence rétinienne que les souris déficiente pour MerTK, alors que les
souris simple déficientes pour un seul de ces ligands ne développent pas de phénotype
particulier. L’ensemble de ces données suggere que chaque ligand seul est suffisant pour

activer MerTK et stimuler la phagocytose des SEP dans la rétine, et que MerTK a
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conjointement besoin de ces ligands pour permettre 1’internalisation des SEP. Concrétement,
nous ne savons toujours pas quel est le role respectif de chaque ligand, qui pourrait étre

différent dans la rétine in vivo.

Comme précisé précédemment, les récepteurs TAM appartiennent a la famille des
RTK. Une des fagons de réguler 1’activité des RTK est le clivage de leur ectodomaine. En
1995, O’Bryan et ses colléegues ont montré que la partie extracellulaire d’ Axl peut étre clivée
libérant ainsi dans le milieu de culture une fraction soluble appelée sAxl (Axl soluble)
(O’Bryan et al., 1995). Ce clivage semble étre stimulé par la protéine kinase C (PKC) : en
effet, sous I’action d’esters de phorbol activateurs de la PKC, il y a une augmentation de la
quantité¢ de sAxl dans le milieu de culture. Les parties transmembranaire et intracellulaire
semblent rester a la membrane plasmique avec les résidus tyrosines toujours phosphorylés
(O’Bryan et al., 1995). Le clivage d’Axl a été confirmé par une autre équipe qui a détecté la
présence de sAxl dans le sérum et le plasma de souris (Costa et al., 1996). La fraction soluble
semble étre un inhibiteur compétitif du récepteur entier car elle est capable de lier le ligand et
de le séquestrer, empéchant ainsi 1’activation des récepteurs complets disponibles a la surface
cellulaire (Rothlin et al., 2007). En 2005, Budagian et ses collégues ont montré qu’ADAMI10
est responsable du clivage d’Axl, mais la publication de leurs résultats a ensuite subi une
rétractation du fait de la manipulation de certaines portions de figures (Budagian et al., 2005).
Le site de clivage d’Axl se trouve 14 acides aminés avant le domaine transmembranaire
(Costa et al., 1996; O’Bryan et al., 1995). C’est en 2007 que le clivage a ét¢ démontré pour un
deuxiéme membre de la famille TAM : MerTK (Sather et al., 2007). In vitro chez les
macrophages, MerTK est clivé via la stimulation de la PKC et des lipopolysaccharides (LPS).
La fraction soluble, sMerTK (MerTK soluble) est capable de lier le ligand de MerTK, Gas6.
sMerTK est également capable d’inhiber la clairance des cellules apoptotiques et 1’agrégation
des plaquette in vitro, processus dans lesquels la protéine MerTK est impliquée. Cette équipe
a également montré que le clivage de MerTK peut étre inhibé par TAPI-0 (TNFa protease
inhibitor-0), un inhibiteur non spécifique de certaines collagénases, gélatinases et
métalloprotéinases. Ce n’est qu’en 2011 que la protéine responsable du clivage de MerTK
dans les macrophages a été identifiée. En effet 1’équipe du Dr Tabas a montré que les
macrophages provenant de souris déficientes pour ADAM17 sont incapables de cliver MerTK

(Thorp et al., 2011). Les protéines de la famille ADAM sont nombreuses et certaines peuvent
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partager les mémes substrats. Parmi ces protéines, ADAMI10 et 17 sont celles qui ont le plus
de substrats en commun, cependant MerTK n’est pas clivé par ADAMIO dans les
macrophages (Thorp et al., 2011). Dans cet article, ils identifient le site de clivage de MerTK
au niveau de la proline 485 et de la sérine 486. Ils constatent également que le clivage de
MerTK requiert 1’activation de récepteurs Toll like (TLR), TLR3 et TLR4, et de la PKCd. A
ce jour, aucune donnée n’a identifié¢ de clivage pour le troisiéme membre de la famille TAM,

Tyro3.

Ainsi, dans la rétine, de nombreux acteurs concourant a la régulation de 1’activité de
MerTK restent encore a ¢lucider. De plus, avant mes travaux de recherche, aucune donnée

n’avait montré I’existence d’un clivage de MerTK au niveau des cellules d’EPR.
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IVV. Les ligands de la matrice interphotorécepteurs

1. Protéine S et Gas6

En 1977, Di Scipio et ses collegues découvrent la Protéine S et lui donnent ce nom en
lien avec le lieu de sa découverte : Seattle (Di Scipio et al., 1977). Le géne de Protéine S
appelé PROSL1 est situé¢ sur le chromosome 3 humain et code pour un transcrit de 3,3 kb
(Watkins et al., 1988). En 1993, dans des fibroblastes provenant d’embryons murins en état
d’arrét de croissance, une équipe identifie un homologue structural de Protéine S : Gas6
(Manfioletti et al., 1993). Ces deux protéines sont des glycoprotéines de masse moléculaire de
70 kDa pour Protéine S et de 75 kDa pour Gas6 (Benzakour et al., 2007; van der Meer et al.,
2014). Elles sont constituées de plusieurs domaines : en N-terminal un domaine Gla riche en
résidus d’acide glutamique qui permet la liaison aux PtdSer, suivi par 4 domaines EGF
(epidermal growth factor-like) et un domaine SHBG (sex-hormon-binding globulin) en C-
terminal (Figure 12). Le domaine SHBG est lui-méme constitu¢ de deux domaines laminine G
requis pour la liaison aux récepteurs TAM (Benzakour et al., 2007; Dahlbéck, 2007; Sasaki et
al., 2006). Gas6 possede 44% d’homologie de séquence avec Protéine S et leurs domaines
structuraux sont trés similaires (Manfioletti et al., 1993). Cependant Protéine S posséde un

site de clivage par les sérines protéases qui est absent chez Gas6 (van der Meer et al., 2014).

Ces deux protéines appartiennent a la super famille des protéines dépendantes de la
vitamine K (PKVD). Les PKVD sont une famille de 14 membres qui peuvent étre regroupés
en 4 catégories selon leurs fonctions : i. les protéines du systéme de la coagulation sanguine
regroupant les facteurs VII, IX, X, la protéine Z, la protéine C, la Protéine S et la
prothrombine ; ii. la protéine Gas6 ; iii. les protéines intervenant dans la calcification
(ostéocalcine et Gla-protéine de la matrice) ; et iv. des protéines transmembranaires dont la
fonction est encore inconnue (PRGP1, PRGP2, TMG3 et TMG4) (Benzakour et al., 2007).
Les PKVD sont produites et secrétées dans le sang par le foie et les cellules endothéliales, et
la plupart est impliquée dans la coagulation sanguine (Burstyn-Cohen et al., 2009; Fair and
Marlar, 1986). Cependant, Protéine S et Gas6 sont synthétisées par d’autres organes tels que
les macrophages, les cellules de Leydig, les ostéoblastes, les cellules musculaires lisses et la
rétine (Benzakour and Kanthou, 2000; Burstyn-Cohen et al., 2012; Dahlbéck, 2007; Lemke
and Rothlin, 2008; Prasad et al., 2006).
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Figure 12 : Schéma de la structure de Protéine S et de Gas6.

Protéine S et Gas6 appartiennent a la famille des protéines dépendantes de la vitamine K. Elles
possédent 44% d’homologie et se composent d’un domaine GLA, permettant la liaison aux PtdSer,
suivi par 4 domaines EGF-like et par un domaine SHBG, lui-méme composé de deux domaines
laminine G (LG1 et LG2). Les domaines LG permettent la liaison aux récepteurs TAM. Protéine S
posséde en plus un site de clivage par des sérines protéases [Modifié d’aprés Benzakour, 2007, Med
Sci.].

La sécrétion et I’activit¢ des PKVD sont dépendantes d’une réaction post-
traductionnelle appelée la y-carboxylation (Furie et al., 1999). La réaction a lieu dans le
réticulum endoplasmique et s’effectue sur les résidus d’acide glutamique du domaine Gla de
ces protéines. Elle consiste en la substitution d’un atome d’hydrogeéne par un groupement
carboxyle (COO-) sur le carbone gamma d’un acide glutamique, le transformant ainsi en
acide y-carboxyglutamique (Wallin and Hutson, 2004). L’enzyme qui catalyse cette réaction
est la y—glutamyl carboxylase et nécessite comme cofacteur la vitamine K (Benzakour et al.,
2007; Suttie, 1980). La y-carboxylation des résidus de ce domaine est directement li¢e a
I’activité de ces protéines et leur confere la capacité de lier les PtdSer membranaires en

présence de calcium.

Le r6le de Protéine S dans la coagulation sanguine a ét¢ découvert en 1980 par Walker
et ses collegues (Walker, 1980). Protéine S lie la Protéine C via son domaine Gla pour
I’activer et dégrader les facteurs de la coagulation Va et VIlla (Saller et al., 2005; Walker,

1984). Dans le sang, Protéine S est présente sous deux formes : une forme libre et une forme
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liée a la C4b-binding protein (C4b-BP), une protéine régulatrice de la cascade d’activation du
complément (Dahlbick and Stenflo, 1981). Chez I’Homme Protéine S est présente en grande
quantité¢ dans le plasma a une concentration de 25 ug/mL (330 nM) (Griffin et al., 1992).
Dans le plasma, la forme liée a C4b-BP est la forme majoritaire représentant 60 a 70% de la
totalité de Protéine S (Griffin et al., 1992). Lorsque Protéine S est liée a C4b-BP, elle est
«inactive » ne pouvant remplir son role anticoagulant (Dahlbiack, 1986). Ainsi C4b-BP
permettrait de réguler aussi la coagulation de maniére positive en séquestrant la Protéine S
présente dans le plasma. Ce complexe Protéine S/C4b-BP n’est pas présent chez toutes les
especes ; la souris, le lapin et le beeuf ne possédent pas le domaine de C4b-BP capable de lier
la Protéine S (Rodriguez de Cordoba et al., 1994). Le clivage de Protéine S au niveau du
domaine EGF-like 1 est une autre facon de réguler son activité anticoagulante. En effet, elle
présente des sites de clivage pour la thrombine et le facteur Xa, inhibant ainsi sa liaison avec
la Protéine C (Dahlbéck, 1986; Long et al., 1998). Jusqu’a présent aucun role pour Gas6 dans

la coagulation sanguine n’a été identifié.

La découverte de la sécrétion de Protéine S par d’autres organes que le foie et les
cellules endothéliales suggere un autre role pour cette protéine que celui dans la coagulation
sanguine. Comme déja précisé précédemment, Gas6 et Protéine S peuvent lier les récepteurs
TAM via leur domaine SHBG, seules PKVD ayant cette capacité (Chen et al., 1997; Nagata
et al., 1996; Sasaki et al., 2006; Stitt et al., 1995; Varnum et al., 1995).

C’est en 2003 qu’un nouveau réle pour Protéine S a été découvert. En effet, elle est
nécessaire pour la clairance des cellules apoptotiques par les macrophages (Anderson et al.,
2003). En 2008, Uehara et Shacter étudient le mécanisme moléculaire et biochimique de la
stimulation de la phagocytose par Protéine S (Uehara and Shacter, 2008). Dans un premier
temps, Protéine S se lie aux PtdSer présentes a la surface des cellules apoptotiques, et subit
alors une oligomérisation a travers 1’oxydation de ses cystéines et la formation de ponts
disulfides intermoléculaires. Suite a cette oligomérisation, Protéine S peut lier MerTK et
I’activer en déclenchant son autophosphorylation (Uehara and Shacter, 2008). Gas6 est
¢galement capable de lier les PtdSer (Nakano et al., 1997), cependant son role dans
I’¢limination des cellules apoptotiques n’est pas clair. En effet, son absence n’entraine pas de
phénotype particulier et Protéine S est suffisante pour déclencher la phagocytose (Lew et al.,

2014; Prasad et al., 2006). Il semble que MerTK soit le récepteur TAM préférentiellement
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utilisé pour la phagocytose des cellules apoptotiques par les macrophages (Seitz et al., 2007).

L’axe de signalisation Protéine S-TAM joue également un role important dans la
régulation de I’inflammation en tant qu’inhibiteur (Suleiman et al., 2013). L’inflammation
peut étre déclenchée par les TLR exprimés a la surface des leucocytes (Sabroe et al., 2008).
Les TLR détectent des pathogénes présents dans les milieux extracellulaires lors d’une
infection et déclenchent une réponse rapide conduisant a la libération de cytokines
inflammatoires (Arancibia et al., 2007; Berche, 2003). Les TLR inhibent la syntheése de Gas6
et Protéine S dans les macrophages (Deng et al., 2012). Les cytokines synthétisées suite a
I’activation des TLR conduit & une réponse inflammatoire et a 1’augmentation de synthese
d’Axl et a son activation (Rothlin et al., 2007). L’activation des récepteurs TAM avec leurs
ligands Gas6 et Protéine S conduit a la synthése de SOCS (suppressor of cytokine signaling),
qui sont des protéines intracellulaires suppresseurs des TLR et des cytokines pro-
inflammatoires (Rothlin et al., 2007). Ainsi les voies de signalisation des TLR et des
récepteurs TAM se régulent entre elles afin de médier I’inflammation lors de la présence

d’agents pathogenes.

Le récepteur TAM qui intervient pour la régulation de la réponse anti-inflammatoire
des macrophages semble étre MerTK. Chez les souris déficientes pour MerTK, un traitement
aux LPS induit une augmentation de 1’expression de TNF-a, absent chez les souris sauvages
(Camenisch et al., 1999). Ces données montrent I’importance du récepteur MerTK dans la
régulation de I’inflammation. Plusieurs études tendent a montrer que le ligand privilégié de
MerTK pour inhiber I’inflammation est Protéine S (Suleiman et al., 2013). Protéine S inhibe
I’activation des TLR dans les cellules dendritiques et inhibe 1’expression des cytokines pro-
inflammatoires telles que TNF-a, IL-6 et IL-1 en se liant aux récepteurs TAM (Deng et al.,
2012). De plus, le LPS, ligand de TLR4, inhibe I’expression de Protéine S sans affecter

I’expression des récepteurs TAM.

Treés récemment 1’équipe du Dr Benzakour a démontré 1’implication de Protéine S et
de MerTK dans ’homéostasie de la niche des cellules souches du cerveau au niveau de la
zone subventriculaire. En effet, lors de la neuropoic¢se dans cette zone, la moiti¢ des cellules
qui sont générées meurent par apoptose. Ils ont démontré que les cellules ayant un devenir
neuronal ont la capacité de phagocyter ces cellules via ’axe de signalisation Protéine S—
MerTK (Ginisty et al., 2015). Gas6 semble également impliqué dans I’homéostasie de cette
niche. En effet, les souris déficientes pour Gas6 présentent dans la zone subventriculaire du

cerveau, une diminution de la prolifération et de la quantité des cellules souches (Gely-Pernot
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et al., 2012).

Protéine S joue également un rdle dans le développement de [’athérosclérose.
L’athérosclérose est une maladie inflammatoire multifactorielle. Elle est initiée par des
processus inflammatoires dans la paroi des vaisseaux sanguins et une accumulation des LDL
oxydés, engendrant une toxicité cellulaire et une réponse immunitaire importante (Laberge et
al., 2005). Dans la paroi de ces vaisseaux sanguins, de nombreux macrophages et
lymphocytes T sont présents mais incapables d’absorber la totalit¢ des LDL oxydés, générant
une masse croissante de cellules et de LDL qui peut a terme se détacher de la paroi vasculaire,
provoquant ainsi des arréts vasculaires cérébraux ou des arréts cardiaques. Les LDL oxydés
sont absorbés par les macrophages via le récepteur SR-A. En 2009, Liao et ses collégues
montrent que Gas6 et Protéine S en se fixant sur MerTK, inhibent I’internalisation des LDL
par les macrophages en diminuant I’expression de SR-A (Liao et al., 2009). Le couple
Gas6/Protéine S—MerTK participe donc a [initiation de 1’athérosclérose en inhibant
I’inflammation et en inhibant la phagocytose des LDL oxydés par les macrophages.
Cependant dans des stages plus avancés de la pathologie, ce couple ligand—récepteur favorise

I’¢limination des cellules apoptotiques et diminue donc la formation des plaques de nécrose.

Selon plusieurs études, I’axe de signalisation Protéine S—-TAM intervient dans la
régulation de la vasculogenése et de 1’angiogenése (revue de (Suleiman et al., 2013). Protéine
S et Gas6 sont exprimés par les cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales, ces
derniéres exprimant également Axl (Fair and Marlar, 1986; Melaragno et al., 1999). Le
phénotype des souris déficientes pour Protéine S est une coagulopathie embryonnaire Iétale,
caractérisée par une dégénérescence vasculaire avec une interruption de la barriere hémato-
encéphalique et des hémorragies cérébrales (Burstyn-Cohen et al., 2009; Saller et al., 2009).
Les souris déficientes pour Axl développent le méme phénotype au niveau du systéme
vasculaire avec des défauts de perméabilité vasculaire, démontrant son role dans la
vasculogenése (Korshunov et al., 2006). Le récepteur VEGFR-2 favorisant I’angiogenése est
inhibé par le couple Gas6—AxlI (Gallicchio et al., 2005). Plus récemment il a été découvert que
la liaison de Protéine S sur MerTK et la voie de signalisation activée inhibe également

I’angiogenese induite par VEGF-A et son récepteur VEGFR-2 (Fraineau et al., 2012).

Protéine S semble également jouer un rdle dans la propagation du cancer (Suleiman et
al., 2013). Depuis que les récepteurs TAM ont été identifiés dans le développement de divers
cancers, de nombreuses études ont étudié¢ 1I’implication de leurs deux ligands dans les cancers

humains (Linger et al., 2008). Ainsi, la présence et I’activité¢ de Protéine S ont été confirmées
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dans de nombreux cas de cancers des poumons et de la thyroide. En revanche Protéine S n’est
que peu ou pas exprimée dans les mélanomes ou les cancers gastriques et pancréatiques

(Suleiman et al., 2013).

Dans la rétine, Gas6 et Protéine S sont essentiels pour la survie des photorécepteurs.
En effet les souris double déficientes pour ces ligands développent le méme phénotype que les
souris déficientes pour MerTK (Burstyn-Cohen et al., 2012). L’absence de I’un ou I’autre de
ces ligands n’engendre pas de phénotype visuel suggérant une compensation mutuelle
(Burstyn-Cohen et al., 2012; Prasad et al., 2006). Cependant leur r6le in vivo dans la

phagocytose rétinienne reste encore a déterminer.

A l’origine, Protéine S a été identifiée comme une protéine intervenant seulement dans
la cascade de la coagulation. Cependant avec la mise en évidence de sa fonction de ligand
pour les récepteurs TAM, comme Gas6, de nouveaux rdles ont €té caractérisés pour les deux
protéines dans de nombreux tissus, pour la régulation de nombreuses fonctions et dans le
développement de certaines pathologies. L’ensemble de ces découvertes rend compte de

I’intérét et de I’importance de Gas6 et Protéine S pour I’homéostasie de 1’organisme.

2. MFG-ES8

MFG-ES8, aussi appelé¢ lactadhérine, a été isolé¢ pour la premicre fois a partir des
globules gras du lait (Aoki et al., 1997; Oshima et al., 1999). Ces globules sont constitués de
protéines et de triglycérides ancrés a la membrane qui poussent a partir de la surface apicale
des glandes mammaires (Oshima et al., 2002). La protéine porte ce nom car elle possede des
séquences similaires au domaine EGF et aux facteurs de la coagulation sanguine, les facteurs
V et VIII (Hanayama et al., 2002). Cette protéine sécrétée est composée de plusieurs
domaines : un peptide signal en N-terminal permettant sa sécrétion, suivi de deux domaines
EGF-like (EGF1 et EGF2) et d’un domaine riche en proline et thréonine (Figure 13). La partie
C-terminale de la protéine est composée de deux domaines discoidine (C1 et C2) retrouvés
dans les facteurs V et VIII impliqués dans la coagulation sanguine (Aziz et al., 2011). Elle
possede une séquence arginine-glycine-asparagine (RGD) au sein du domaine EGF2 qui lui
permet de lier les intégrines avfB3 et avfB5, tandis que le domaine discoidine permet la liaison
des PtdSer (Hanayama et al., 2002). Deux isoformes de MFG-ES existent : une forme longue
(MFG-ES8 L) et une forme courte (MFG-ES8 c¢) (Burgess et al., 2006; Hanayama et al., 2002;
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Oshima et al., 1999). La forme courte posséde la méme structure que la forme longue mais,
suite & un épissage alternatif de son ARNm, I’exon 4 qui code pour le domaine riche en
proline et thréonine est manquant (Aziz et al., 2011). MFG-E8 L posséde 463 acides aminés
et un poids moléculaire variant de 64 a 75 kDa. MFG-E8 c est composée de 426 acides
aminés pour un poids moléculaire variant de 50 a 56 kDa. La variabilité de leur poids

moléculaire s’explique par les nombreuses glycosylations qui différent selon les tissus.

Son expression semble ubiquitaire, et est trés abondante dans les glandes mammaires.
MFG-ES est présent dans les fluides des organes, tels que le cceur, les poumons, le foie, les
reins, les intestins... (Aziz et al., 2011). II est également exprimé par de nombreux types
cellulaires : les cellules dendritiques immatures, les neurones, les astrocytes, la microglie,
certains macrophages, les cellules musculaires lisses, des cellules épithéliales... (Hanayama et
al., 2002). De maniere générale la forme courte semble étre la plus abondante (Aziz et al.,

2011).

La premicre implication démontrée de MFG-E8 dans une fonction biologique a été la
phagocytose des cellules apoptotiques par les macrophages. Ce ligand est produit et secrété
par des macrophages actifs (Hanayama et al., 2002). MFG-ES ainsi libéré dans le milieu de
culture est capable de lier les PtdSer présents a la surface des cellules apoptotiques via son
domaine discoidine d’une part, et d’autre part de lier via son motif RGD les intégrines avp3
présentes a la surface de ces mémes macrophages. MFG-E8 n’est pas une simple molécule
permettant de réaliser un pont entre deux cellules. Elle peut étre considérée comme un ligand
actif. En se liant a I’intégrine avp5, elle induit son activation ce qui conduit a des cascades de
signalisation intracellulaire (Akakura et al., 2004). Avec son implication dans la clairance des
cellules apoptotiques, MFG-E8 possede également des propriétés anti-inflammatoires. La
clairance permet de diminuer la synthése des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-
a et certaines interleukines, tout en augmentant la synthése des cytokines anti-inflammatoires
(Aziz et al., 2011). In vitro, la présence de MFG-ES8 dans le milieu de culture de macrophages
en présence de LPS attenue la synthése des cytokines pro-inflammatoires et augmente la
clairance des cellules apoptotiques (Miksa et al., 2008). De plus, les souris déficientes pour
MFG-E8 semblent développer des maladies auto-immunes avec une augmentation de cellules
apoptotiques dans les tissus (Hanayama et al., 2004). Son implication dans la réduction de

I’inflammation pourrait étre un effet indirect, car MFG-E8 liée a I’intégrine avp3 induit
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I’activation de MerTK qui lui-méme est impliqué dans la diminution de 1’inflammation.
MFG-ES8 est ¢galement impliquée dans la cicatrisation des plaies, le remodelage artériel et

I’angiogenese (Aziz et al., 2015).

Peptide signal

Domaine EGF-like

Séquence RGD

Domaines discoidine

COOH COOH

MFG-E8 L MFG-E8 ¢

Figure 13 : Schéma de la structure de MFG-ES.

MFG-ES est une protéine secrétée, composée d’un peptide signal, de deux domaines EGF-like, suivis
d’un domaine riche en proline et en thréonine et de deux domaines discoidines. Le domaine EGF2
posséde la séquence RGD qui permet la liaison de MFG-ES8 aux intégrines. Les domaines discoidines
permettent la liaison aux phosphatidylsérines. Il existe deux isoformes de MFG-ES résultant d’un
¢épissage alternatif de I’ARNm, la forme longue (MFG-ES8 L) et une forme courte (MFG-ES c) qui ne
posséde pas la région riche en proline et en thréonine.

En 2006, Burgess et ses collegues ont étudi¢ 1’expression de MFG-ES8 dans la rétine
(Burgess et al., 2006). Les deux formes de MFG-E8 sont présentes dans les rétines de rat.
MFG-E8c est présente dans I’EPR et dans les segments internes des photorécepteurs, tandis
que MFG-ESL est exprimée uniquement par I’EPR. Suite a sa sécrétion par les
photorécepteurs et/ou par I’EPR, MFG-ES est présente dans la MIP. Son implication dans la
phagocytose des SEP par I’EPR a ¢été identifiée par ma directrice de thése le Dr E. Nandrot et
ses collegues en 2007. L’étude des souris déficientes en MFG-E8 actif a permis de montrer
qu’il est essentiel pour maintenir la rythmicité de cette activité (Nandrot et al., 2007).
L’adhésion rétinienne est réduite chez ces souris mais uniquement au moment du pic
d’adhésion. Ces résultats montrent que I’intégrine avp5 utilise MFG-E8 comme ligand
unique pour la phagocytose des SEP, mais pour I’adhésion rétinienne elle requiert aussi un
autre ligand non identifi¢ a ce jour. Le MFG-ES8 présent dans la MIP permet donc d’initier le
rythme de la phagocytose. Le type cellulaire responsable de la sécrétion de MFG-ES8 dans la
MIP n’étant pas encore identifi¢, la question de qui des photorécepteurs ou de I’EPR initie ce

rythme reste toujours en suspens.
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V. Les protéases de la famille ADAM

1. Vue d’ensemble de cette grande famille

La famille ADAM comprend environ 35 membres dont 25 ont été décrits chez
I’Homme : ADAM1-3, 5-12, 15, 17-23, 28-30, 32, 33 et ADAMDECI1 (Edwards et al., 2008).
Les protéines de la famille ADAM appartiennent a la superfamille des protéases a zinc et a la
sous-famille des metzincines. Elles possédent a la fois un domaine métalloprotéase et un
domaine disintégrine. C’est la présence de ces deux domaines qui leur confére le nom
d’ADAM (a disintegrin and metalloprotease) et leurs fonctions : les ADAM peuvent agir
comme des enzymes protéolytiques via le domaine métalloprotéase et comme des
modulateurs de 1’adhésion cellulaire via le domaine disintégrine. Les ADAM sont impliquées
dans de nombreux processus comme les interactions et la migration cellulaires, la
transduction de signaux, le clivage de protéines membranaires et la dégradation de la matrice

extracellulaire (Okada et al., 2008).

Ces protéines transmembranaires possédent 8 régions ou domaines : une séquence
signal en N-terminal, un pro-domaine, un domaine métalloprotéase, un domaine disintégrine,
une région riche en cystéines, un domaine EGF-like, un domaine transmembranaire et un
domaine intracellulaire en C-terminal (Figure 14) (Duffy et al., 2011). Toutefois des études
génétiques réalisées chez ’Homme ont montré que certaines ADAM possedent plusieurs
variants issus d’un épissage alternatif (Shiomi et al., 2010). ADAMO9-12 et 28 ont des
isoformes qui ne contiennent ni la partie transmembranaire ni la queue cytoplasmique,
formant ainsi des ADAM sécrétées (Gilpin et al., 1998; Hotoda et al., 2002; Howard et al.,
2000; Yavari et al., 1998). Ces isoformes secrétées présentent une activité protéolytique qui
peut leur étre propre comme c’est le cas pour ADAM9 et ADAMI12 (Hotoda et al., 2002; Shi
et al., 2000). ADAMIS et 22 possedent ¢galement des variants d’épissage alternatif qui
affectent les exons codant pour la partie cytoplasmique des protéines. Les isoformes
d’ADAMIS ne contiennent pas les mémes motifs dans la queue cytoplasmique, modifiant
ainsi son affinité pour les protéines a domaine SH3 et permettant la liaison avec de nouveaux
partenaires intracellulaires (Kleino et al., 2009). L’ensemble de ces données montre une
diversification fonctionnelle entre les différentes ADAM et leurs isoformes.

La séquence signal en N-terminal permet 1’adressage des ADAM a la membrane

plasmique des cellules. Le pro-domaine des ADAM semble agir comme une protéine
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chaperonne intracellulaire permettant de contrdler le bon repliement des protéines, empéchant
ainsi leur dégradation et I’entrée dans la voie de sécrétion, les maintenant ainsi dans un état
inactif (Edwards et al., 2008; Gonzales et al., 2004). En effet, les ADAM sont synthétisées
sous la forme de pro-enzymes. Le maintien de cet état inactif est assuré par un mécanisme de
« cysteine switch » qui correspond a I’interaction entre une cystéine du pro-domaine et un
atome de zinc du site catalytique (Seals and Courtneidge, 2003). La rupture de cette
interaction entraine 1’activation des ADAM et est assurée par la protéolyse du pro-domaine
par des convertases de pro-protéines ou par auto-catalyse comme pour ADAM28 (Howard et

al., 2000; Loechel et al., 1999; Lum et al., 1998; Schlondorff et al., 2000).

Pro-domaine

Domaine EGF-like

e Domaine
transmembranaire

Queue cytoplasmique

COOH

Figure 14 : Schéma de la structure des ADAM.

Les ADAM sont des protéines transmembranaires appartenant a la grande famille des protéases a zinc.
Leur partie extracellulaire est constituée d’un domaine métalloprotéase, responsable du clivage de
molécules, d’'un domaine disintégrine, permettant la liaison aux intégrines, d’'un domaine riche en
cystéines et d’'un domaine EGF-like. Le domaine métalloprotéase est inactif en présence du pro-
domaine qui est nécessaire pour le bon repliement des ADAM. La queue cytoplasmique des ADAM
serait impliquée dans de nombreuses fonctions qui différent selon I’ADAM : contrdle de la maturation
protéique de I’ADAM, régulation de I’activité métalloprotéasique et liaison a des protéines
intracellulaires.

Le domaine métalloprotéase assure la fonction majeure des ADAM. Il est responsable
du clivage de I’ectodomaine de molécules présentes dans la matrice extracellulaire incluant
des récepteurs, des facteurs de croissance, des cytokines et chémokines, et autres molécules
participant au microenvironnement tissulaire (Shiomi et al., 2010). Ce site actif contient un
atome de zinc et est coordonné par 3 histidines conservées et une méthionine. La séquence
consensus active est: HExxHxxGxxH. Ainsi, en se basant sur leurs séquences et leurs

structures, 12 ADAM humaines seraient capables d’activité protéolytique. A ce jour, seule
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I’activité des ADAMS-12, 15, 17, 28 et 33 a été démontrée (Dreymueller et al., 2015). Les
ADAMIO0 et 17 sont les plus étudiées au regard de leur activité protéolytique (voir Chapitre
V. 2. betc). Les ADAM ne possédant pas de domaine métalloprotéase actif sont impliquées

dans I’adhésion de molécules grace a leur domaine disintégrine.

Le domaine disintégrine confére aux protéines la capacité de lier les intégrines (Seals
and Courtneidge, 2003). Classiquement cette liaison est assurée par la séquence RGD,
cependant cette séquence n’existe que dans I’ADAMI15 humaine (Eto et al., 2002). Pourtant,
de nombreuses interactions ADAM-intégrines ont été découvertes, comme par exemple
ADAMOY avec les intégrines a6f1 et avBS, ADAMI1S avec aSP1 et avP3, et les ADAMI-3,
9, 12 et 15 avec I’intégrine a9 1 via le motif RXcDLPEF (Bax et al., 2004; Eto et al., 2002;
Zhou et al., 2001). Cette séquence qui semble étre conservée pour la plupart des ADAM n’est
pas présente chez ADAMI0 ou 17. Cependant, ces deux ADAM sont capables de lier des
intégrines sans que les motifs requis n’aient ét¢ identifiés (Bax et al., 2004; Jones et al.,

2013).

Les roles de la région riche en cystéines et du domaine EGF-like restent encore a
¢lucider. Toutefois, certaines études suggerent que dans la plupart des ADAM la région riche
en cystéines serait impliquée dans la régulation de leur activité et dans la spécificité de la

reconnaissance du substrat (Duffy et al., 2011; Seals and Courtneidge, 2003).

La queue cytoplasmique des ADAM est tres variable dans sa longueur et sa séquence.
Ce domaine pourrait étre impliqué dans la régulation de I’activité métalloprotéasique en
réponse a un éveénement intracellulaire, et il pourrait lier des protéines différentes selon
I’engagement de I’ectodomaine envers un substrat ou envers une molécule d’adhésion
(Edwards et al., 2008). Il peut également contribuer au controle de la maturation et de la
localisation cellulaire des ADAM (Seals and Courtneidge, 2003). En effet, en 2002 Cao et ses
collégues ont montré que 1’altération du domaine cytoplasmique d’ADAM12 modifie son
transport vers la surface cellulaire (Cao et al., 2002). Les motifs riches en prolines sont les
plus communs et permettent la liaison aux protéines a domaine SH3 (Seals and Courtneidge,
2003). Ces sites sont présents chez les ADAM7-10, 12, 15, 17, 19, 22, 29 et 33 (Edwards et
al., 2008). On note également la présence de résidus sérines, thréonines et tyrosines qui sont
phosphorylables par des kinases et qui pourraient permettre la liaison aux protéines a domaine
SH2 (Seals and Courtneidge, 2003). En ce qui concerne ADAM17, la phosphorylation de la
thréonine 735 par Erk est nécessaire pour son transport du réticulum endoplasmique a la

surface cellulaire (Soond et al., 2005).
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La synthese protéique des ADAM a lieu dans le réticulum endoplasmique. Leur
maturation, c’est a dire le clivage de leur pro-domaine pour leur permettre de devenir active, a
lieu dans le Golgi tardif pour la plupart des membres de la famille. Suite aux nombreuses
¢tudes menées sur les ADAM il apparait que la majorité des protéines ADAM sont exprimées
a l’intérieur de la cellule, dans une région proche du noyau comme c’est le cas pour
ADAMI10, 15 et 17 (Dallas et al., 1999; Lum et al., 1998; Schlondorff et al., 2000). Cette
rétention des protéines ADAM dans la cellule pourrait étre liée a leur partie cytoplasmique.
En effet, pour ADAMI12 seul le variant ADAMI12-L est séquestré dans la cellule, le variant
ADAMI12-S qui ne possede pas la partie cytoplasmique est en permanence sécrété (Hougaard

et al., 2000).

Certaines ADAM peuvent étre actives dans la cellule comme c’est le cas pour
ADAMI10, 17 et 19 (Seals and Courtneidge, 2003). D’autres comme ADAMI0 et 15 peuvent
exister sous la forme de pro-enzyme a la surface cellulaire. En effet, méme clivé le pro-
domaine d’ADAMI15 peut rester fixé a la forme mature de la protéine, la maintenant a 1’état
inactif (Lum et al., 1998). En ce qui concerne ADAMI0, c’est un autre procédé qui
intervient : son pro-domaine, une fois clivé, peut étre sécrété par la cellule et se fixer a la
forme mature d’ADAMI10 pour I’inhiber (Anders et al., 2001). ADAM28 présente encore un
autre mode de maturation : son pro-domaine est clivé une fois que la protéine est présente a la

surface cellulaire (Schlondorff et al., 2000).

Les différences observées au niveau de la localisation cellulaire et de 1’activité des
ADAM peuvent dépendre du type de cellule, de ’ADAM et du substrat impliqué. Le profil
d’expression des ADAM varie considérablement. Les ADAM2, 7, 18, 20-21 et 29-30 sont
exclusivement ou majoritairement exprimées dans les testicules et/ou les structures associées,
leur conférant un role important dans la fertilisation. Les autres ADAM ont un profil

d’expression plus hétérogeéne dans les tissus somatiques (Seals and Courtneidge, 2003).

Afin de comprendre les rdles individuels de chaque ADAM, de nombreuses souris
déficientes pour une ou plusieurs de ces ADAM ont été générées. Seules les souris déficientes
pour ADAM10 ou 17 présentent un phénotype sévére avec une mortalité embryonnaire
(Hartmann et al., 2002; Peschon et al., 1998). Un mutant naturel d’ADAML17 avec une activité
réduite de la protéase permet la survie des animaux jusqu’a I’age adulte (Hassemer et al.,
2010). Pour les autres ADAM, leur absence ou mutation dans I’organisme des souris ne

semble pas engendrer de pathologies visibles (Edwards et al., 2008).
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2. Activités proteolytiques des ADAM

In vitro, plusieurs roles pour ADAMO9 ont été démontrés. Elle participe a 1’interaction
des cellules avec la matrice extracellulaire en se liant avec plusieurs intégrines (Zhou et al.,
2001). Elle intervient également dans le clivage de nombreuses protéines qu’elle partage avec
d’autres ADAM. Comme ADAMI17, ADAMO est capable de cliver le pro-HB-EGF (pro-
heparin binding epidermal growth factor) (Izumi et al., 1998). In vivo ADAM9 clive
ADAMI10, libérant ainsi son ectodomaine et inhibant sa fonction protéolytique. ADAMI10
¢tant impliquée dans le clivage neuroprotecteur du précurseur de 1’amyloide beta (APP), en
inhibant sa fonction, ADAMY9 pourrait participer au développement de la maladie

d’Alzheimer (Cissé et al., 2005; Moss et al., 2011; Tousseyn et al., 2009)

ADAMO9 posséde de nombreux autres substrats décrits par Edwards et ses colleégues
(Edwards et al., 2008). Comme la majorité des ADAM, ADAM9 est aussi impliquée dans de
nombreux cancers (Duffy et al., 2009).

Toutefois, ces derniers roles n’ont jamais été démontrés in vivo. En effet, les souris
ADAM9” générées par Weskamp et ses collegues en 2002 ne montrent pas de changement
morphologique, ni de défaut histopathologique durant le développement ou chez I’adulte
(Weskamp et al., 2002). Cette absence de phénotype pathologique pourrait étre due a la
compensation et/ou a la redondance fonctionnelle des autres membres de la famille ADAM.
C’est en 2009 que, pour la premicre fois, un réle physiologique d’ADAMY9 est montré. Parry
et ses collegues ont montré que les souris ADAM9™ développent une dégénérescence de la
rétine (Parry et al.,, 2009). En effet chez les souris agées de 12 mois, ils observent des
vésicules dans ’EPR et une perte de contact entre I’EPR et les SEP. A 20 mois la couche des
noyaux des photorécepteurs est considérablement amincie par rapport aux souris contréles. Ils
notent la présence de macrophages dans la MIP et des dépots ressemblant a des drusens entre
I’EPR et la membrane de Bruch. Les souris présentent également un défaut d’adhésion entre
la rétine et I’EPR. Trés récemment des mutations sur le géne ADAM9 ont ét¢ identifiés chez
des patients présentant des dystrophies rétiniennes (El-Haig et al., 2014; Goldstein et al.,
2010; Hull et al., 2015).
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En 1997, Pan et Rubin ont découvert I’implication d’ADAMI10 dans la libération
d’une forme soluble de Delta qui est un ligand de Notch (Pan and Rubin, 1997). Notch est un
récepteur de surface qui décide du devenir des cellules au cours de la neurogenese (Primakoff
and Myles, 2000). Cette voie de signalisation est trés importante pour le développement du

systéme nerveux central.

Deux ans apres cette découverte, Lammich et ses collégues ont identifi¢ un autre
substrat pour ADAMI10 : ’APP (Lammich et al., 1999). Le clivage de I’APP par ADAMI10
est neuroprotecteur, empéchant ainsi le développement de la maladie d’Alzheimer (Postina et
al., 2004). En clivant ADAM10, ADAMY et 15 le rendent inactif, favorisant donc le
développement de cette pathologie (Moss et al., 2011; Tousseyn et al., 2009).

En 2002, Hartmann et ses collégues ont généré la souris déficiente pour ADAM10 afin
de mieux comprendre son role dans le clivage de ’APP (Hartmann et al., 2002). Les
embryons meurent précocément au cours de I’embryogenese (a 9,5 jours) et présentent de
graves anomalies du systéme neural et cardiovasculaire. En effet, la fusion du tube neural, la
formation des somites, du cerveau et du cceur sont perturbés ou retardés chez ces souris. Ce
phénotype est semblable a celui des souris déficientes pour la voie de signalisation de Notch.
De plus, D’expression de certains geénes impliqués dans cette voie de signalisation est
perturbée. Etrangement le clivage de ’APP est maintenu chez ces souris, suggérant que
d’autres protéases sont capables de prendre le relais, comme ADAM17 qui peut cliver I’APP

in vitro (Buxbaum et al., 1998).

ADAM9 et ADAMIS clivent ADAMIO au niveau extracellulaire (Tousseyn et al.,
2009). Le clivage par ADAM9 mais pas par ADAMIS5 engendre un deuxiéme clivage
d’ADAMI10 au niveau de sa partie transmembranaire. Ceci entraine la libération de la partie
intracellulaire d’ADAMI10 dans le cytoplasme qui entre ensuite dans le noyau afin de réguler
la transcription de génes impliqués dans la survie cellulaire. Chez les souris déficientes pour
ADAMO et 15, le clivage de I’ectodomaine d’ADAM10 persiste dans certains tissus comme le
foie et les poumons montrant I’implication d’autres protéases dans ce mécanisme pour

certains tissus (Tousseyn et al., 2009).

De nombreux autres substrats d’ADAMI10 ont été découverts au cours des années
2000 (Edwards et al., 2008). Parmi ces cibles, on retrouve Axl, un récepteur de la méme

famille que MerTK (Budagian et al., 2005).
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ADAMI17, aussi appelée TACE pour TNF-a converting enzyme, a été la premicre
protéase de la famille a étre identifiée en 1997 par deux équipes comme responsable de la
libération de TNF-a (Black et al., 1997; Moss et al., 1997). Le TNF-a est une cytokine pro-
inflammatoire synthétisée par les cellules immunitaires en réponse a la présence de corps
¢trangers. Elle existe sous deux formes. Une forme précurseur ancrée dans la membrane
plasmique et une forme soluble qui est générée par le clivage de 1I’ectodomaine du précurseur
par ADAMI17. Cette découverte a permis de mettre en évidence ’activité catalytique des
ADAM. Le clivage de ce précurseur pourrait intervenir au niveau des radeaux lipidiques
(« lipid rafts ») de la membrane plasmique. En effet, Tellier et ses collégues ont montré que la
forme mature d’ADAM17, ainsi que nombre de ses substrats dont le TNF-a, sont fortement
exprimés dans ces radeaux lipidiques (Tellier et al., 2006). En 1998, la création de souris non
fonctionnelles pour I’activité protéolytique d’ADAMI17 a confirmé le role d’ADAM17 dans
le clivage de TNF-a in vivo (Peschon et al., 1998). Ces souris meurent au cours du
développement embryonnaire (a 17,5 jours) ou juste aprés la naissance. Elles possédent de
petites vibrisses et ont les paupieres ouvertes (défaut de fusion des paupicres). Ce phénotype
est similaire aux souris déficientes pour TNF-a. Le clivage de TNF-a a été¢ diminué de 95%,
faisant donc d’ADAM17 la protéase responsable de son clivage in vivo. De plus, ces souris
présentent des défauts de maturation et d’organisation épithéliale, responsables de problémes

digestifs, respiratoires et hormonaux.

ADAMI17 est capable de cliver une multitude de substrats. En 2011, Scheller et ses
collegues ont recensé plus de 77 substrats pour ADAM17 (Scheller et al., 2011). Ceux-ci
peuvent étre des protéines impliquées dans le systéme immunitaire comme le TNF-a, le
récepteur soluble de D’interleukine 6 (IL6R) et la L-sélectine, des facteurs de croissance
comme le pro-TGFa le pro-HB-EGF, la pro-amphiréguline, et la pro-épiréguline, montrant
ainsi son role dans I’embryogenése et le développement des tumeurs (Shiomi et al., 2010).
Elle clive également des molécules d’adhésion comme ICAM-1, VCAM-1, et d’autres

molécules comme I’APP intervenant dans la pathologie d’Alzheimer (Buxbaum et al., 1998;

Scheller et al., 2011; Slack et al., 2001).

Plus récemment, 1’équipe du professeur Ira Tabas a découvert en 2011 un nouveau

substrat pour ADAM17 dans les macrophages (Thorp et al., 2011). Il s’agit du récepteur
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membranaire MerTK. Ce clivage permettrait de supprimer la fonction anti-inflammatoire de

MerTK en limitant la phagocytose des bactéries par les macrophages.

Les souris porteuses de mutations dans la séquence codant pour le domaine
protéolytique d’ADAMI17 voient certains de ses substrats toujours clivés. C’est le cas pour le
pro-HB-EGF qui peut étre clivé par ADAMY, et du TNF-a qui peut étre libéré par ADAM10
(Primakoff and Myles, 2000; Reddy et al., 2000). En effet, ADAM10 et ADAM17 présentent
50% d’homologie de séquence dans leur domaine métalloprotéasique, ce qui peut expliquer le
partage de nombreux substrats entre ces deux ADAM, comme I’APP, Delta et TNF-a (Gooz,
2010; Pruessmeyer and Ludwig, 2009). Ces deux protéases sont donc neuroprotectrices pour
leur role de clivage de I’APP, bien qu’ADAM10 semble plus pertinente dans cette fonction
(Shukla et al., 2015). TNF-a semble étre clivé par ADAMI10 et/ou ADAMI17 en fonction du
type cellulaire. Dans les macrophages issus de souris et une lignée de chondrocytes
ostéoarthritiques humains, ADAMI17 est la protéase majoritaire pour le clivage du TNF-a,
tandis que dans les cellules humaines de rein et les cellules vasculaires endothéliales,
ADAMIO0 et 17 se partagent le clivage (Hikita et al., 2009). Cependant, il est intéressant de
noter qu’ADAMI10 et 17 peuvent aussi avoir des roles opposés. En effet, dans les cellules
endothéliales rétiniennes I’angiogenese est réprimée par ADAM10 qui module positivement
la signalisation de Notch, tandis qu’elle est stimulée par ADAMI17 via une autre voie de

signalisation que celle de Notch (Caolo et al., 2015).

3. Régulation de I’activité des ADAM

Nous avons vu que I’activité des ADAM peut étre régulée par le clivage de leur pro-
domaine, par les différentes isoformes existantes et par les différentes phosphorylations
possibles au niveau de leur domaine cytoplasmique. Il existe également des inhibiteurs
physiologiques des ADAM : les TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases), qui existent
sous 4 isoformes. TIMP-3 inhibe ’activité d’ADAMI10, 12, 17, 28 et 33. TIMP-1, TIMP-2 et
TIMP-4 inhibent I’activit¢ ’ADAM10, 17, 28 et 33. ADAMS, 9 et 19 ne sont pas inhibées
par les membres de la famille TIMP (Shiomi et al., 2010). ADAMI10 est également inhibée
par RECK (reversion-inducing, cysteine-rich protein with Kazal motif). Les TIMP sont
¢galement capables de réguler I’activité des MMP (matrix metalloproteinases). Ces
inhibiteurs ont été utilisés de fagon intensive pour caractériser le type de protéase responsable

d’un type de clivage donné.
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L’EPR assure de nombreuses fonctions cruciales pour la viabilité et la fonctionnalité
des photorécepteurs. Parmi ces fonctions, ’EPR ¢élimine par phagocytose les SEP, portions
des photorécepteurs soumises a un stress oxydatif intense et qui sont renouvelées en
permanence. Cette phagocytose suit un rythme circadien et est réalisée par deux récepteurs
principaux, ’intégrine avB5 qui lie les SEP et synchronise la phagocytose, et MerTK qui est
requis pour ’internalisation des SEP dans I’EPR. Des mutations du géne MERTK provoquent
des dystrophies batonnets-cones assez séveres et une accumulation de dérivés de SEP non
digérés, révélant un défaut de phagocytose par ’EPR. Malgré I’importance cruciale de
MerTK pour la vision, la régulation de son activité¢ dans la rétine n’est pas encore claire. La
machinerie de cette phagocytose rétinienne est semblable a celle utilisée par les macrophages
pour éliminer les cellules apoptotiques. Le récepteur MerTK, impliqué dans le processus
d’internalisation dans ’EPR et les macrophages, est activé de maniére similaire dans les deux
types cellulaires : en intracellulaire par l'intégrine avp5 dans la rétine et avp3 chez le
macrophage, et en extracellulaire par ses ligands, Gas6 et Protéine S. Dans les macrophages
I’activité de MerTK est également régulée par le clivage de son ectodomaine par ADAM17
permettant la libération d’une forme soluble dans la matrice extracellulaire. En dépit de ces
ressemblances, des différences existent entre les deux types de phagocytose. En effet,
contrairement a la phagocytose réalisée par les macrophages, le contact est permanent entre
les SEP et PEPR et la phagocytose n’a lieu qu’une fois par jour. Ceci suggere que la
régulation de la phagocytose, et donc du récepteur d’internalisation MerTK, doivent étre tres

fines et peuvent étre différentes de celles des macrophages.

Durant mon Doctorat, je me suis intéressée aux régulations extracellulaires de

I’activité de MerTK dans la rétine par 1’action de ses ligands et de son clivage.

La premicre partie de mes résultats présente notre €¢tude qui a permis de mettre en
évidence pour la premiére fois le clivage de MerTK au cours de la phagocytose rétinienne, et
cela par approche in vitro dans la lignée cellulaire d’EPR de rat RPE-J et in vivo chez la
souris. De plus, nous avons analysé le role de différentes doses des ligand Gas6 et Protéine S
sur le clivage de MerTK in vitro durant la phagocytose. L’article présentant ces données, que
je signe en co-premier auteur, a été publié dans le Journal of Biological Chemistry en février
2015.
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La deuxiéme partie de mes résultats présente nos données sur 1’étude de 1’expression
des deux ligands de MerTK dans la rétine au cours du rythme circadien et de leurs sites de
fixation sur MerTK. Cette partie fait 1’objet d’un manuscrit en cours de préparation pour
soumission au Journal of the European Molecular Biology Organization sur lequel je serai

premier auteur.

La troisiéme partie développe des travaux qui sont toujours en cours. Il s’agit de
I’¢tude des protéases susceptibles de cliver MerTK. Nous avons étudié plusieurs membres de
la famille ADAM, choisis comme candidats selon leur implication dans les pathologies

rétiniennes et leur rdle sur la régulation de ’activité des récepteurs TAM.
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Résultats

RESULTATS

I. Leclivage de MerTK

1. Introduction

Dans la rétine, I’EPR réalise la phagocytose rythmique des SEP, qui ont accumulé du
stress oxydatif suite a I’exposition aux photons. La machinerie phagocytaire utilisée par les
cellules d’EPR est similaire a celle utilisée par les macrophages pour la clairance des cellules
apoptotiques. Les PtdSer présentes a la surface des cellules apoptotiques et des SEP sont
reconnues par MFG-ES, le ligand soluble des intégrines avf33, chez les macrophages et avf35
chez I’EPR. Ce couple ligand—récepteur permet de lier les particules a phagocyter et d’activer
au moment du pic de la phagocytose rétinienne le récepteur MerTK impliqué dans I’étape
d’internalisation. En retour, MerTK réalise une boucle de rétrocontrole afin de limiter la
quantité¢ de SEP liés a la surface de ’EPR par ’intégrine avB5. Récemment, le clivage de
I’ectodomaine de MerTK a ¢été découvert chez les macrophages, qui conduit a la libération

dans le milieu extracellulaire d’une forme soluble du récepteur, sMerTK.

Avant mon arrivée au laboratoire des études préliminaires avaient permis de montrer
les premiers résultats de cet article, correspondants au clivage in vitro de MerTK qui implique
une diminution de sa disponibilité a la surface des cellules. L’étude de I’expression du gene
MerTK au cours du rythme circadien a été effectuée par un collégue. J’ai pu mettre en
¢évidence le rythme circadien du clivage de MerTK in vivo, et montrer in vitro I’implication

des ligands dans ce clivage et la phagocytose.

2. Résultats

Au cours de cette étude nous avons montré ’existence d’un clivage de MerTK in

vitro, qui peut étre modulé par les ligands solubles, et in vivo dans la rétine de souris.

In vivo, la quantité de sMerTK suit un rythme circadien avec une augmentation juste
avant I’arrivée de la lumicre et au moment du pic de phagocytose et une diminution avant ce
pic. Le profil d’expression de son géne est un peu complémentaire de celui du clivage de
MerTK. En effet, la synthése de MerTK est minimale au moment du pic de phagocytose
correspondant au moment ou le clivage de MerTK est augmenté. Et 1’expression maximale de

MerTK a lieu a 11 heures, soit juste apres le pic de phagocytose et 1’utilisation des récepteurs.
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Résultats

In vitro, les ligands MFG-ES8, Gas6 et Protéine S sont capables de moduler le clivage
de MerTK et la phagocytose. MFG-ES8, augmente nettement le clivage de MerTK et les deux
¢tapes de la phagocytose, la liaison et I’internalisation. Les effets de Gas6 et Protéine S, les
ligands de MerTK, sont moins prononcés et opposés sur ces deux processus. Gas6 augmente
le clivage de MerTK et diminue I’internalisation de maniére dose-dépendante, tandis que
Protéine S diminue le clivage de MerTK et augmente ’internalisation. Dans des conditions
identiques, les macrophages réagissent différemment puisque leur phagocytose est stimulée
similairement par les trois ligands sans effet de dose. Comme pour les macrophages, la
présence de 1’ectodomaine de MerTK dans le milieu de culture inhibe 1’effet des ligands sur
la capacité phagocytaire des cellules RPE-J, suggérant que dans la rétine sMerTK est aussi
capable de lier ses ligands afin de bloquer leurs fonctions. Lorsque les cellules sont incubées
avec un inhibiteur de protéases non spécifique, TAPI-0, le clivage de MerTK diminue et la

liaison des SEP a ces cellules est augmentée.

Ces résultats sont présentés dans ’article ci-apres « Cleavage of Mer Tyrosine Kinase
(MerTK) from the Cell Surface Contributes to the Regulation of Retinal Phagocytosis » par
A-L Law*, C Parinot* et al, publié dans le Journal of Biological Chemistry du 20 février

2015 (* co-premiers auteurs).
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Background: The MerTK receptor is necessary for retinal phagocytosis and its daily rhythm.

Results: MerTK is cleaved from the apical cell surface in vitro and in vivo, reducing the phagocytic capacity of RPE cells.
Conclusion: MerTK cleavage might help control the duration of the daily phagocytic peak.

Significance: Our data show that extracellular cleavage of MerTK partly regulates retinal phagocytosis.

Phagocytosis of apoptotic cells by macrophages and spent
photoreceptor outer segments (POS) by retinal pigment epithe-
lial (RPE) cells requires several proteins, including MerTK
receptors and associated Gas6 and protein S ligands. In the ret-
ina, POS phagocytosis is rhythmic, and MerTK is activated
promptly after light onset via the avf35 integrin receptor and its
ligand MFG-ES8, thus generating a phagocytic peak. The phago-
cytic burst is limited in time, suggesting a down-regulation
mechanism that limits its duration. Our previous data showed
that MerTK helps control POS binding of integrin receptors at
the RPE cell surface as a negative feedback loop. Our present
results show that a soluble form of MerTK (sMerTK) is released
in the conditioned media of RPE-]J cells during phagocytosis and
in the interphotoreceptor matrix of the mouse retina during the
morning phagocytic peak. In contrast to macrophages, the two
cognate MerTK ligands have an opposite effect on phagocytosis
and sMerTKrelease, whereas the integrin ligand MFG-E8 mark-
edly increases both phagocytosis and sMerTK levels. sMerTK
acts as a decoy receptor blocking the effect of both MerTK
ligands. Interestingly, stimulation of sMerTK release decreases
POS binding. Conversely, blocking MerTK cleavage increased
mostly POS binding by RPE cells. Therefore, our data suggest
that MerTK cleavage contributes to the acute regulation of RPE
phagocytosis by limiting POS binding to the cell surface.

Phagocytosis is a general process that permits the elimina-
tion of apoptotic cells and foreign bodies by professional phago-
cytes such as macrophages (1). Other efficient phagocytes exist
in the body, including retinal pigment epithelial (RPE)* cells

* This work was supported by Fondation Voir et Entendre and Fondation
Bettencourt Schueller, young investigator grants (to E.F.N.), Agence
Nationale de la Recherche, Jeunes Chercheurs/Jeunes Chercheuses Grant
ANR-12-JSV1-0003 (to E. F. N.), and Chaire d’Excellence (to S. S. B.), CNRS.

" Both authors contributed equally to this work.

2 To whom correspondence should be addressed: Institut de la Vision, 17 Rue
Moreau, Paris, F-75012, France. Tel.: 33-1-5346-2541; Fax: 33-1-5346-2602;
E-mail: emeline.nandrot@inserm.fr.

3 The abbreviations used are: RPE, retinal pigment epithelium; IRBP, interpho-
toreceptor retinoid binding protein; PEDF, pigment epithelium-derived

SASBMB

FEBRUARY 20, 2015+VOLUME 290-NUMBER 8

that lie adjacent to photoreceptors at the back of the eye (2).
Constant light illumination of photosensitive outer segment of
photoreceptor cells for vision generates oxidative damage. In
parallel, photoreceptors continuously renew their outer seg-
ments and shed their aged tips (POS), which are then phagocy-
tosed daily by neighboring RPE cells (3, 4). This circadian-reg-
ulated process is indispensable for vision (5, 6), and the
synchronized internalization of POS is dependent on the acti-
vation of cell surface receptors and associated downstream sig-
naling molecules.

RPE phagocytosis uses many of the molecular components
employed by macrophages to clear apoptotic cells. Specific rec-
ognition of cells to be eliminated is triggered by the exposure of
phosphatidylserines (PS) on the external membrane leaflet
(7-9). Normal RPE cells specifically bind and internalize PS-
containing liposomes (10). Milk fat globule-EGF factor 8 pro-
tein (MFG-E8), a soluble bridging molecule secreted by macro-
phages and dendritic cells, links the PS-containing apoptotic
cells to avB3 and avB5 integrin receptors via its RGD motif
(11). MFG-EB8 is secreted by RPE cells (12) and mediates POS
binding to avf35 integrin receptors that are uniquely expressed
on the apical surface of RPE cells (13). The avB5 integrin-
MFG-E8 couple is essential for the daily burst of phagocytosis
observed 1-2 h after light onset as shown by knock-out animal
models (12, 14).

Another series of soluble ligands able to bind PS for apoptotic
cell elimination are Gas6 and protein S (15, 16), vitamin K-de-
pendent proteins that are common ligands for the TAM
(Tyro3, Axl, and MerTK) family of tyrosine kinase receptors
(17). Both ligands can independently activate MerTK in macro-
phages and RPE cells (18, 19) and stimulate POS phagocytosis
by RPE cells in vitro (20, 21). Although they circulate in the
bloodstream, they are also synthesized in the retina and

factor; IPM, interphotoreceptor matrix; POS, photoreceptor outer seg-
ment; ANOVA, analysis of variance; CM, conditioned medium; sMerTK, sol-
uble MerTK; CHX, cycloheximide; gPCR, quantitative PCR; PS, phosphati-
dylserine; rMerTK, recombinant mouse MerTK; HBSS, Hanks' buffered
saline solution.
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secreted in the interphotoreceptor space (19). Single and dou-
ble knock-out mice showed that these two ligands can compen-
sate for each other to some extent but are both required for POS
phagocytosis (22). Indeed, double knock-out mice recapitu-
lated the fast retinal degeneration phenotype observed in
MerTK-deficient animals (23-25). MerTK-deficient animals
carry more widespread defects, as general phagocytosis of apo-
ptotic cells is also impaired (26). MerTK has been shown to be
the indispensable receptor for POS internalization (4, 27, 28).
Importantly, mutations in MERTK have been shown to cause
different types of retinal dystrophies in humans (29-31) and
are associated with more widespread diseases such as cancer
(32), lupus-like autoimmunity (33, 34), and atherosclerosis (35).

Phagocytosis is a powerful process strictly regulated at sev-
eral cellular levels. In addition to the sequential receptor-ligand
activation steps undertaken by the avfB5 integrin receptor,
MerTK also controls the number of particles to be engulfed (36,
37), thus acting as a negative feedback regulator. However, in
contrast to macrophages, RPE cell phagocytosis follows a diur-
nal cyclic rhythm despite the permanent contact between POS
and RPE cells (5), suggesting that a more sophisticated regula-
tory mechanism exists in RPE cells.

There are numerous ways by which ligand/receptor function
can be regulated, such as the control of cell surface receptor
numbers, their ligand affinities, or the production of a soluble
form of the receptor by proteolytic cleavage of the extracellular
domain (38). Soluble receptors can have more than one occu-
pation (39); they may function as binding proteins to stabilize
ligands in the extracellular matrix and enhance interaction with
the membrane-bound receptors, can down-regulate ligand-re-
lated activation and associated downstream signaling, or might
act as decoy receptors by competing with full-length membrane
receptors for ligand binding.

Recently, both Axl and MerTK have been shown to be
cleaved and released as soluble proteins by fibroblasts and
macrophages, respectively (40, 41). The soluble form of MerTK
(sMerTK) was found to function as a decoy receptor for Gas6
and inhibit activation of full-length membrane-bound recep-
tors (41). In this study, we show that sMerTK is released by RPE
cells in vitro, and MerTK cleavage is potentiated by MFG-ES8. In
addition, sMerTK contributes to the down-regulation of POS
binding and subsequent internalization by acting as a decoy
receptor as well as by down-regulating directly the phagocytic
capacity of RPE cells. Furthermore, sMerTK release is rhythmic
in vivo and thus may help limit the phagocytic peak duration.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents and Antibodies—Reagents were from Invitrogen,
unless otherwise stated. Recombinant proteins and antibodies
against mouse MerTK, mouse MFG-E8, and mouse Gas6 were
from R & D Systems, and recombinant protein S was from MP
Biomedicals.

Other antibodies used against various proteins were as fol-
lows: PEDF (Abcam); mouse CD51 (av integrin) and mouse
Tyro3 (BD Transduction Laboratories); rabbit S5 integrin
H-96, MerTK E-20, and IRBP C-18 (Santa Cruz Biotechnol-
ogy); rabbit tubulin (Sigma); rabbit ZO-1 (Invitrogen); and rab-
bit phospho-MerTK (FabGennix Inc. International).
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Cell Culture—]774 macrophage cells were cultured at 37 °C
with 5% CO, in DMEM containing 10% FCS, supplemented
with 1% nonessential amino acids and 1% sodium pyruvate. The
rat RPE-]J cell line (ATCC) was maintained at 32 °C and 5% CO,,
in DMEM with 4% CELLect Gold FCS (ICN), supplemented
with 10 mm HEPES and 1% nonessential amino acids. For
experiments, J774 cells were used 3 days after splitting. RPE
cells were plated on Alcian blue-coated 24- or 96-well plates
and allowed to polarize for 6 days before use.

Animals—Wild-type mice (129T2/SvEms]) were housed
under cyclic 12-h light/12-h dark conditions (light onset at 8:00
h) and fed ad libitum. Animals were handled according to the
Association for Research in Vision and Ophthalmology State-
ment for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research. For experiments, mice were killed by CO, asphyxia-
tion at different times during the day. The 11 time points ana-
lyzed were as follows: 6:00, 7:00, 8:00 (light onset), 9:00, 10:00
(phagocytosis peak), 11:00, 12:00, 16:00, 20:00 (light offset),
22:00, and 24:00. Eyeballs were carefully enucleated and rinsed
in HBSS without Ca®>" and Mg>". The lens and vitreous humor
were dissected out. Retinas were delicately separated from the
eyecups containing the RPE/choroid layers and quickly frozen
in independent tubes in liquid nitrogen. For each animal, one
eye was used for RNA extraction and gene expression testing
and the second eye for protein expression level assessment (see
below).

POS Isolation—POS were isolated according to established
protocols (42) from porcine eyes fresh from the slaughterhouse.
Briefly, in the dark under dim red light, eyeballs were separated
into anterior and posterior halves, and retinae were collected in
homogenization buffer (20% sucrose, 20 mm Tris acetate, pH
7.2, 2 mm MgCl,, 10 mMm glucose, 5 mMm taurine). Following
collection, the retina suspension was shaken to disrupt the dif-
ferent cell layers and filtered three times through gauze to
remove large tissue fragments. The resulting crude retina sus-
pensions were layered onto continuous 25— 60% sucrose gradi-
ents (in Tris acetate, pH 7.2, 10 mM glucose, 5 mM taurine) and
centrifuged at 25,000 rpm for 50 min at 4°C (Beckman
SW32-Ti swing rotor). The resulting orange bands were col-
lected and diluted in 4 -5 volumes of buffer containing 20 mm
Tris acetate, pH 7.2, 5 mM taurine, followed by centrifugation at
5,000 rpm for 10 min at 4 °C (Beckman JA25.50 rotor). Pellets
were washed in buffer containing 10% sucrose, 20 mm Tris ace-
tate, pH 7.2, 5 mMm taurine. The suspensions were spun at 5,000
rpm for 10 min at 4 °C before resuspending in 10% sucrose, 20
mM sodium phosphate, pH 7.2, and 5 mM taurine and centrifu-
gation at 5,000 rpm for 10 min at 4 °C. Isolated POS were resus-
pended, counted, aliquoted, and frozen in DMEM containing
2.5% sucrose.

For labeling, POS were resuspended in 10% sucrose, 20 mm
sodium phosphate, pH 7.2, and 5 mM taurine and incubated
with 1 mg/ml fluorescein isothiocyanate (FITC) (Molecular
Probes) for 1.5 h at room temperature by rotating. Labeled POS
were then washed and frozen as described above.

POS Phagocytosis—Cells were challenged with ~10 POS per
RPE cell resuspended in the culture medium without FCS for
durations ranging from 1 h to overnight depending on the
experiment. In some assays, recombinant integrin or MerTK
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ligand proteins at various concentrations ranging from 1 to 10
pg/ml and recombinant MerTK (200 ng/ul) were incubated
with FITC-POS in serum-free medium for 1 h at room temper-
ature on a rotator to allow binding. Coated FITC-POS were
washed twice in equal volumes of serum-free medium and
resuspended at equal particle concentration before challenging
the cells. For POS phagocytosis quantification assays, cells were
washed three times with PBS-CM (0.2 mMm Ca®" and 1 mm
Mg>") at the end of the incubation times. To measure internal-
ized POS, some wells were incubated with trypan blue for 10
min to quench fluorescence of surface-bound FITC-labeled
POS as described previously (13). Nontreated wells allow the
measurement of total phagocytosis, corresponding to the fluo-
rescence of both bound and internalized POS. All cells were
then washed twice with PBS-CM and fixed with ice-cold meth-
anol. Nuclei were counterstained using DAPI. FITC-POS and
DAPI-labeled nuclei were quantified by fluorescence plate
reading (Infinite M1000, Magellan 6 software, Tecan). Bind-
ing ratios were calculated by subtracting results obtained in
internalization (trypan blue-treated) from total phagocyto-
sis (untreated) wells. Corresponding S.D. were calculated
using Equation 1,

S-D-bincling = \'/((&D-totalz/ntotal) + (S'D-internz/nintern)) (Ea. 1)

Retrieval of Extracellular Soluble Proteins from RPE-] Cells
and Mouse Eyes—Cells were incubated in serum-free medium
or POS for various lengths of time to obtain MerTK release in
the culture medium. Soluble proteins present in the condi-
tioned media (CM) of cultured cells were collected and concen-
trated ~6-fold using Amicon ultracentrifugal filter units (Mil-
lipore) with a cutoff limit of 30 kDa. When CM were used to
resuspend POS, the cutoff limit of the columns was at 100 kDa,
to remove growth factors and ligands secreted by RPE cells
from the CM, and the concentration factor was ~50-fold. Sol-
uble proteins from the interphotoreceptor matrix of mouse
eyes were washed from each separated cup (RPE/choroid) and
corresponding retina in HBSS without Ca®>* and Mg** for 20
min on a shaker at 4 °C. Samples were centrifuged at 14,000 X g
for 5 min at 4 °C. Supernatants were collected and ultracentri-
fuged at 110,000 X g for 30 min at 4 °C for further clean-up
(Sorvall M120 S.E. Discovery, S120-AT?2 rotor).

Sample Lysis and Immunoblotting—Cultured cells were sol-
ubilized in 50 mm HEPES, 150 mm NaCl, 10% glycerol, 1.5 mm
MgCl,, and 1% Triton X-100, pH 7.4, buffer with 1 mm PMSF
and 1% each of protease and phosphatase inhibitor mixtures
(Sigma). Tissues were solubilized in 1% Triton X-100, 1%
sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mm HEPES, 150 mm NaCl,
10% glycerol, 1.5 mm MgCl,, 1 mm EGTA, with 1 mm PMSE,
and 1% each of protease and phosphatase inhibitor mixtures.
Whole cell lysates representing ~8% of 1 well of a 24-well plate
and 7.5% of one eye cup/retina were separated on SDS-poly-
acrylamide gels and electroblotted onto nitrocellulose mem-
brane (Whatman). For soluble extracellular proteins, ~30% of
concentrated conditioned media and 25% of interphotorecep-
tor matrix proteins mixed 1:1 between separated cups and
matched retina samples were used. Immunoblots were probed
with primary antibodies overnight and secondary antibodies
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for 2 h, washed four times in 1X TBS, 0.05-1% Tween 20 at
room temperature followed by chemiluminescence detection
(PerkinElmer Life Sciences). Chemiluminescence films (Amer-
sham Biosciences) were scanned, and signals were quantified
using Image] 1.45s (National Institutes of Health).

Immunofluorescence Microscopy—After incubation with unla-
beled POS, cells were washed twice with HBSS-CM (with Ca**
and Mg>") or PBS-CM for surface or intracellular labeling,
respectively. Briefly, for live labeling of cell surface proteins,
antibodies were diluted in HBSS-CM, and cells were incubated
for 45 min on ice. Cells were washed twice with PBS-CM before
TCA fixation on ice for 15 min. Fixed cells were re-hydrated
with PBS-CM and treated with 30 mwm glycine in PBS-CM, and
nonspecific sites were blocked with 1% BSA in PBS-CM. Pri-
mary antibody incubation for intracellular labeling were per-
formed overnight at 4 °C or for 2 h at room temperature.
Cells were washed three times with 1% BSA in PBS-CM.
AlexaFluor secondary antibodies (Molecular Probes) were
incubated on cells for 2 h at room temperature, followed by
washing with PBS-CM, labeling cell nuclei with DAPI, and
mounting onto glass slides with Aqua-Poly/Mount (Poly-
sciences, Inc.).

All fluorescent images were acquired with an upright Olym-
pus FV1000 confocal microscope using the Fluoview 2.1c soft-
ware. Similar stacks of images were compiled and further
treated equally for signal output levels using Adobe Photoshop
CS6. Relative surface fluorescence levels were quantified with
Image J 1.45s.

Quantification of MerTK Gene Expression—Total RNAs
were extracted from separated retina and RPE/choroid accord-
ing to the manufacturer’s protocol using two DNase steps
(Ilustra RNAspin Mini, GE Healthcare). RNAs were verified on
1% agarose gels and yields assessed using a spectrophotometer.
500 ng of RNAs were converted to cDNAs in a 50-ul volume
following the instructions provided for 1 h at 42 °C (Reverse
Transcription System, Promega). qPCRs using the SYBR Green
PCR Master Mix were processed as follows on a 7500 Fast Real
Time PCR System apparatus (Applied Biosystems): 50 °C for 2
min, 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s,
60 °C for 1 min. The ribosomal protein RhoO (Rplp0) gene was
used as internal control. Oligonucleotides with the following
sequences were designed to obtain 150-bp amplicons: RpipO,
forward 5'-CCTGAAGTGCTCGACATCAC and reverse 5'-TGC-
CAGGACGCGCTTGTAC; MerTK, forward 5'-CGTCTGTC-
CTAACCGTACCT and reverse 5 -GTACTGTTGAGGAT-
ATGGACT. Relative amounts of MerTK were calculated using
the 2*"—AACt method evaluating differences in fold expression
with the internal control and amounts at 8 a.m. (8:00, light
onset) being set as 1.

Studying the Effects of MerTK Ectodomain Cleavage—To
investigate the possible role of shed MerTK receptors on POS
tethering and internalization, CM were collected after the over-
night incubation of RPE-] or J774 cells on 10-cm dishes and
concentrated on filter columns with a cutoff at 100 kDa to elim-
inate ligands and growth factors. Each CM from one dish was
used for 20 wells of a 96-well plate. FITC-POS were resus-
pended either in medium or in each CM, and naive cells were
challenged for 3 h and their phagocytic capabilities quantified.
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FIGURE 1. Cleavage of MerTK is potentiated by POS and decreases amounts of available surface receptors. A and B, representative immunoblots and
corresponding quantifications showing that sMerTK is cleaved from the cell surface with time and is present in increasing amounts in the CM from J774 (A) and
RPE-J (B) cells incubated with either medium (med) or POS for 1, 3, and 6 h or overnight (N) at a smaller size than the full-length MerTK (MerTK) detected in cell
lysates. Concomitant decrease of total lysate amounts is only detectable for J774 cells. Sizes are in kDa. Relative levels with the levels in wells subjected to
medium change and immediate retrieval are setas 1, mean = S.D.,n = 3, Student’s t test, *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. C, representative control RPE-J
immunoblots for various proteins as indicated. PEDF serves as positive control, and Tyro3, av, and 5 integrin as negative controls for CM release detection, and
tubulin corresponds to a lysate loading control. D, surface amounts of full-length MerTK decrease after 3 h of POS incubation as shown by immunofluorescence
labeling (left panels, green labeling) and corresponding quantification of relative MerTK levels (right panel) at the surface of RPE-J cells when compared with
nontreated cells (/) as indicated. ZO-1 (purple) is used as cell junction marker. Nuclei (blue) are marked with DAPI. Scale bar, 20 um. Means = S.D., n = 2

independent experiments, Student’s t test, *, p = 0.009.

Alternatively, recombinant mouse MerTK, constituted from
the extracellular domain fused with a human Fc domain, was
mixed with the POS resuspension in the presence or absence of
phagocytosis ligands before POS challenge.

To study the effects of MerTK cleavage on cells’ further
phagocytic activity, RPE-] cells were plated on 48-well plates,
and cells were either pre-stimulated with unlabeled POS or
medium for 3 h to initiate receptor cleavage in the presence or
absence of 100 ug/ml cycloheximide to stop protein neosynthe-
sis. Control wells were stimulated with medium only or left
untouched. Cells were then stimulated with labeled POS with
or without cycloheximide for phagocytosis assays.

Blockade of Protease Function—To test the effect of blocking
protease function on MerTK cleavage and phagocytosis, cells
were washed with DMEM and were pretreated for 3 h with
medium or POS, with the addition of the nonspecific inhibitor
TAPI-0 (Peptides International) at 200 um (41) or DMSO as
control. In the first series of experiments, CM were collected
and concentrated as described above for immunoblotting. In
the second series of experiments, phagocytosis assays were per-
formed, again with TAPI-0 or DMSO.

Statistical Analysis—All experiments were repeated between
3 and 8 times. Obvious outliers were removed from the calcu-
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lations on the basis of their highest difference to the calculated
mean when including all samples. Significance of results was
assessed using either the Student’s £ test in one-to-one compar-
isons or nonparametric one-way ANOVA with a Tukey post
test when comparing multiple samples. In all cases, significance
levels are depicted as follows: *, p < 0.05; **, p < 0.01; and **

p <0.001.

RESULTS

MerTK Is Cleaved by RPE-] Cells, a Phenomenon Potentiated
by the Presence of POS—Fully glycosylated, membrane-bound
MerTK was detected at 205 kDa in mouse ]J774 cells (Fig. 1A).
Consistent with a previous report using J774 macrophages,
MerTK extracellular domain was cleaved and released in the
CM from J774 macrophages as a soluble protein of ~150 kDa
(41). sMerTK release increased with time, and a concomitant
significant decrease of full-length MerTK levels was observed in
corresponding lysates. In RPE-] cells, full-length MerTK is
modestly smaller and migrates around 190 kDa as observed
previously (28). Similarly to J774 macrophages, a soluble form
of the receptor was detected in RPE-]J cells with a size around
120 kDa (Fig. 1B). sMerTK cleavage increased with time and
was slightly more pronounced when cells were incubated with
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POS compared with medium alone. However, very little varia-
tion in total MerTK levels was detected in cells lysates. Inter-
estingly, there was much more of a production of sMerTK by
macrophages than by RPE cells.

Secretion of the PEDF growth factor by RPE cells was used as
a positive control of protein detection in CM samples and tubu-
lin as a control for equal protein loading of lysate samples (Fig.
1C). The cleavage process was specific to the MerTK receptor,
as neither Tyro3 (belonging to the TAM family) nor av nor 5
integrin subunits (jointly forming the av5 binding receptor)
were found in the CM of RPE-] cells.

We also evaluated the amounts of full-length MerTK recep-
tors present at the surface of RPE-] cells by immunofluores-
cence labeling of surface MerTK (Fig. 1D). Decrease in surface
MerTK was concomitant to the release of sMerTK in the CM.
After 3 h of incubation, the amount of intact receptors detected
at the cell surface was decreased in POS-stimulated cells, when
compared with nontreated cells.

sMerTK Release into the Interphotoreceptor Space in Vivo
Varies over Time—Given that MerTK activation by phosphor-
ylation is synchronized with the phagocytic peak in vivo (14), it
would be interesting to see whether sMerTK release into the
interphotoreceptor matrix (IPM) changes over the light/dark
cycle. We sacrificed animals at 11 different time points during
the day and isolated soluble proteins from the interphotorecep-
tor space. We detected different amounts of sMerTK in the
IPM of wild-type mice depending on the time of day (Fig. 2A4).
We used IRBP, a protein constitutively present in the IPM, and
PEDF, a growth factor secreted by RPE cells on their apical side
in vivo, as positive controls to validate our IPM protein retrieval
technique. Quantifications of replicate experiments show that
sMerTK levels seem to follow a bi-modal profile of release, with
levels of sMerTK augmenting just before light onset and offset
(8 am. and 8 p.m. in our facility, respectively). Maximum
MerTK cleavage was observed at the light offset (8 p.m., 20:00).
Interestingly, levels of sMerTK decrease at 9 a.m., just before
and increase at the time of the phagocytic peak (2 h after light
onset, 10 a.m. in our facility) (Fig. 2B). After peak phagocytosis
time, levels of sMerTK slowly rise after 12 p.m. until 8 p.m.
Levels of IRBP do not seem to vary along the light/dark cycle,
although levels of secreted PEDF appear to increase slightly
after or at each light switch (9 a.m. and 8 -9 p.m.).

We then investigated whether MerTK gene expression was
modified to replenish cleaved MerTK receptors. With the sec-
ond eye from each animal, we quantified MerTK gene expres-
sion levels by qPCR in the RPE/choroid fraction. Interestingly,
the gene transcription pattern appears to be somewhat comple-
mentary to the sMerTK cleavage profile (Fig. 2C). Indeed,
MerTK synthesis reached its minimum at the time of both peak
phagocytosis and sMerTK detection in the IPM. Moreover,
maximal gene expression occurred at 11 a.m. right after the
phagocytic peak.

Different Roles of the Phagocytic Ligands in sMertK Release—
In vivo, phagocytosis is rhythmically activated by the receptor-
ligand couple avB5 integrin-MFG-E8 (12, 14). In addition,
MerTK ligands Gas6 and protein S are also expressed in the
retina, and both are required for photoreceptor survival (19,
22). Thus, we set out to examine the possible implications of
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FIGURE 2. MerTK is cleaved from the RPE apical surface in vivo following a
circadian rhythm. A, levels of sMerTK in the IPM vary with time of day as
observed on immunoblots compared with RPE/choroid lysates (lys.) as indi-
cated. IRBP, stably present in the IPM, and PEDF, secreted by the RPE, are
shown as controls for IPM protein retrieval. Bar shows daytime and A peak
phagocytosis time. B, corresponding quantification of relative sMerTK levels
present in the IPM at different times of day expressed as mean * S.D. in
arbitrary units,n = 4-8;* p <0.05.The 8a.m.time pointissetas 1andis used
as comparison for statistics. A decrease in sMerTK release is detected just
before and after peak phagocytosis time (10, gray bar), as well as after light
offset (20) when sMerTK cleavage reaches its highest levels. C, quantification
of MerTK gene expression in RPE/choroid tissues assessed by gPCR and
expressedasmean 2" —AACt = S.D.,n = 3-6;* p <0.05;**,p <0.01.We used
the ribosomal protein RhoO RPLPO gene as internal control. MerTK transcrip-
tionincreases greatly just after peak phagocytosis (10, gray bar). Band C, x axis
represents time of day on a 24-h scale, and the black horizontal bar represents
light time (8:00-20:00). For both graphs, the reference set as 1 is 8 a.m. (8:00,
light onset), and significance was assessed using one-way ANOVA compari-
sons versus phagocytic peak time (10). Interestingly, sMerTK and MerTK
expression show different patterns.

these different ligands on sMerTK cleavage and their role in
POS phagocytosis. RPE cells were stimulated with POS in the
presence or absence of 2 ug/ml Gas6, protein S, or MFG-E8
(Fig. 34) (20, 21). The integrin ligand MFG-E8 had more impact
on sMerTK release than MerTK’s own ligands. Gas6 seems to
slightly increase sMerTK release, although protein S signifi-
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FIGURE 3. Integrin ligand MFG-E8 stimulates MerTK cleavage and phagocytosis, although MerTK ligands Gas6 and protein S have opposite and more
subtle roles. A, representative immunoblots and corresponding quantification showing that amounts of sMerTK are increased when cells are incubated with
POS and the integrin ligand MFG-E8 (MF) for 3 or 6 h as indicated, although Gas6 (G6) and protein S (PS) have a much more limited effect. Ligands dose, 2 ug/ml.
Mean =+ S.D., n = 3-4. B, in the same conditions as in A, relative levels of total POS phagocytosis, POS binding, and internalization (intern.) were similar to the
sMerTK production profile, as indicated. Mean = S.D. with no ligand control total phagocytosis (/) setas 1, n = 4. The left x axis scale corresponds to both total
POS phagocytosis and POS binding, and the right x axis scale to POS internalization. A and B, significance was assessed using one-way ANOVA comparisons
versus either nontreated (A) or POS challenged cells (B); **, p < 0.01; ***, p < 0.001. C, all ligands similarly stimulated total phagocytic activity of J774
macrophages when various doses of ligands ranging from 1 to 10 wg/ml were used either alone or in combination during 3 h of phagocytic challenge. D and
E, in the same conditions, MFG-E8 greatly stimulated POS total phagocytosis (D) as well as internal (E) phagocytosis in RPE-J cells (RPE). Gas6 seems to bear an
inhibitory role on POS phagocytosis as depicted on this phagocytosis quantification of RPE-J cells when protein S appeared stimulatory. Gas6 effect was
dominant on total phagocytosis when used in combination with protein S, although MFG-E8 effect was superior to both MerTK ligands when all three were
tested. Effects were more marked for POS internalization (E) compared with total phagocytosis (D, total = binding + internalization). C-E, mean = S.D., POS
without ligand (/) is setas 1,n = 3 (D and E) to 5 (C). Significance was assessed using Student’s t test using POS alone (/) as reference; *, p < 0.05; **, p < 0.01;
***¥ p < 0.001. ANOVA comparisons for dose-effect validation did not show any significant difference between the doses tested for each ligand series.

cantly reduces it, especially in the presence of POS. The 3-h  more restricted, with Gas6 limiting internalization, although
phagocytosis assays using the same conditions showed asimilar ~ protein S appeared to increase it slightly (Fig. 3B).

trend with MFG-ES8 strongly augmenting total phagocytosis, All three ligands are present in the IPM in vivo and may
corresponding to the sum of bound and internalized POS, contribute to the timely daily activation of the RPE phagocytic
whereas the impact of MerTK ligands, Gas6 and protein S, was  machinery. Thus, to examine their role further, we carried out
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similar assays using 1-10 ug/ml ligand concentrations either
alone or in combination to test whether we could see more
marked differences. J774 macrophages responded with an
equal increase in total POS phagocytosis in all conditions,
regardless of the dose and combination of ligands tested com-
pared with POS alone (on average X 1.36 = 0.05; Fig. 3C). In
contrast, these ligands had distinctive effects on total POS
phagocytosis by RPE-] cells. As showed in Fig. 38, MFG-E8 (X
1.7-1.8 = 0.2) dramatically affected total POS phagocytosis
compared with Gas6 (X 0.8 = 0.1) or protein S (X 1.1 £ 0.1)
(Fig. 3D). Increasing MFG-E8 concentrations improves RPE-]
phagocytosis above 5 ug/ml. Increasing Gas6 concentrations
resulted in slightly decreased phagocytosis, although protein S
doses had a small stimulatory effect above 2 ug/ml. Stimulating
RPE cells with POS in the presence of both Gas6 and protein S
at increasing concentrations had similar effects on total phago-
cytosis as Gas6 alone. However, when all three ligands were
combined, the phagocytic profile was similar to cells stimulated
with MFG-E8 alone at 1-2 ug/ml, although levels show a
decrease at 5-10 pg/ml.

As phagocytosis proceeds in two sequential and distinct
steps, binding and internalization (43), we repeated phagocyto-
sis assays under the same conditions with the different ligands
to test whether their doses and/or combinations affected bind-
ing and/or internalization during RPE phagocytosis. POS bind-
ing profiles were less modified by the addition of ligands com-
pared with POS alone than total phagocytosis profiles (data not
shown). MFG-ES slightly stimulated binding (X 1.3 = 0.2);
Gas6 and protein S inhibited binding alone or in combination
(X0.8*0.2,x0.8*0.1, X 0.8 % 0.1, respectively). Combina-
tion of all three ligands had no effect (X 1.1 = 0.3). Interest-
ingly, the effect on POS internalization followed a similar trend
as the one observed for total phagocytosis, with the effects
being even more marked (compare Fig. 3, E with D). We con-
firmed a strong stimulatory effect with the addition of MFG-E8
to POS (on average X 2.3 = 0.1) compared with POS alone. The
dose-dependent inhibitory effect of Gas6 was significant at all
doses tested (on average X 0.7 = 0.04). In contrast, protein S
had a slight dose-dependent stimulatory role ranging from X 1
to 1.3 = 0.1. Combining both Gas6 and protein S at equal doses
quenched the stimulatory effects observed with protein S alone,
with levels comparable with POS alone (X 1-1.2 * 0.3). How-
ever, when added to MFG-E8, Gas6 and protein S appeared to
enhance the stimulatory effect of MFG-E8 (X 2.7 = 0.5).

sMerTK Acts as a Decoy Receptor—It was previously shown
that sMerTK prevents the phagocytosis of apoptotic cells by
J774 macrophages by acting as a decoy receptor (41). To test the
hypothesis that MerTK could act as a decoy receptor and abol-
ish POS uptake by RPE cells, we incubated RPE-] cells overnight
with POS to stimulate sMerTK cleavage. CM were collected
and concentrated on columns with a cutoff size of 100 kDa to
dispose of the ligands secreted by RPE cells and other small
molecules such as growth factors that could interfere with the
experiment. Concentrated CM containing sMerTK were used
to resuspend and allowed to bind POS before challenging non-
stimulated RPE-] cells for 3 h (Fig. 44). CM from both RPE-]
and J774 macrophages significantly block POS binding. CM
from RPE-] seem to increase slightly POS internalization, sug-
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FIGURE 4. sMerTK acts as a decoy receptor. A, histogram representing the
quantification of the relative total, binding, or internalization (intern.) phago-
cytic capacity of untreated RPE-J cells when challenged for 3 h with POS resus-
pended in regular medium (medium) or sMerTK-enriched CM concentrated
from RPE-J (RPE CM) cells or J774 macrophages (M¢ CM) incubated overnight
with serum-free medium as indicated. Presence of sMerTK significantly
impacts all steps of phagocytosis by RPE cells. Mean = S.D., n = 5, Student's t
test; ¥, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. B, histogram representing the
quantification of the relative total phagocytic capacity of untreated RPE-J
cells when challenged for 3 h with POS resuspended in DMEM (med) with (+)
or without (—) rMerTK, in the presence of various ligands (2 ug/ml) as indi-
cated. rMerTK alone decreases phagocytosis, although it has no impact on
the stimulatory effect of MFG-E8. rMerTK counteracts the inhibitory effect of
Gas6 and the stimulatory effect of protein S. The lowest phagocytic levels
were reached when rMerTK was present with both Gas6 and protein S.
Mean *= S.D., n = 4, Student’s t test, *, p < 0.05; **, p < 0.01.

-+

gesting a potential faster uptake of bound POS. We confirmed
this result by using a recombinant mouse MerTK (rMerTK)
that only contained the extracellular domain of MerTK (Fig.
4B). rMerTK also blocked POS phagocytosis. In the same con-
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FIGURE 5. Release of sMerTK down-regulates mostly the binding step of RPE phagocytosis. A-C, stimulating cleavage of MerTK using a preincubation step
with either medium (m, gray bars) or POS (P, black bars) with (+) or without (=) the addition of CHX to block protein neosynthesis inhibits relative POS
internalization to a greater extent than relative POS binding for J774 macrophages (A, compare — and + bars) when compared with cells not subjected to a
preincubation step (/, white bars). In contrast, the binding step is slightly more affected than the internalization step for RPE-J cells. B, RPE, compare gray/black
bars to white bars in + panel) in the presence of CHX as indicated. A and B, mean = S.D.,n = 3-5;*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. Statistical significance
was assessed using a one-way nonparametric ANOVA test with a Tukey post-test using nontreated cells (/) as reference. C, immunofluorescence assay showing
that, when protein replacement was inhibited using CHX (with CHX), less full-length MerTK receptors (green) were seen at the cell surface when compared with
cells not treated with CHX (no CHX) as indicated. ZO-1 (purple) is used as a cell junction marker, and nuclei (blue) are marked with DAPI. Scale bar 20 um. D,
cleavage of MerTK can be inhibited by using the protease inhibitor TAPI-0 as observed on immunoblots where sMerTK levels decrease in the CM of RPE-J cells
with TAPI-0 (+) treatment compared with control DMSO (—) as indicated. Levels of active phosphorylated MerTK (P-MerTK) seem to increase concomitantly to
the sMerTK decrease (compare — versus + lanes). Corresponding lysates show that full-length MerTK (MerTK) or control tubulin levels do not vary. Sizes are in
kDa. E, quantification of relative phagocytosis levels in the same conditions as in D shows that inhibition of MerTK cleavage increases significantly POS binding,
although POS internalization was less affected (compare white bars to black bars). Nontreated cells (/) are used as reference. Mean = S.D., n = 3,*,p < 0.05; **,

p < 0.01. Statistical significance was assessed using the Student’s t test with nontreated cells (—) as reference for each bar pair.

ditions, we added each of the three phagocytic ligands previ-
ously tested. Although rMerTK had no effect on the MFG-E8-
related stimulation of POS phagocytosis, it was able to
counteract the effect of both MerTK ligands on phagocyto-
sis. Indeed, the lowest levels of phagocytosis were reached
when rMerTK was present concomitantly with Gas6 and
protein S. Our data show that the presence of sMerTK has an
inhibitory effect and blocks POS from being recognized and
phagocytosed by RPE cells via functional full-length MerTK
receptors.

Cleavage of MerTK Modulates POS Binding by RPE Cells—
To further study the effect of MerTK receptor cleavage during
POS phagocytosis, we performed a two-step experiment on
J774 macrophages and RPE-] cells. First, cells were pre-stimu-
lated with medium or unlabeled POS for 3 h to enable receptor
cleavage as observed in Figs. 1 and 3 in the absence or presence
of cycloheximide (CHX) to inhibit protein neosynthesis and
thus avoid reconstitution of the full-length MerTK pool of
receptors at the cell surface. Second, phagocytosis assays were
performed with or without cycloheximide as before. Blocking
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protein neosynthesis reduced both binding and internalization
by non-pre-stimulated J774 cells by 60 * 4 and 30 * 4%, respec-
tively (Fig. 5A, compare — and + bars). Reducing the amounts
of full-length MerTK receptors at the J774 cell surface by pre-
incubating the cells with medium or POS did not modify exten-
sively their binding but significantly altered their internaliza-
tion capacity by 75 £ 5% in both conditions (p < 0.0005,
compare gray/black bars to white bar). Internalization percent-
ages were not modified when cells could resynthesize proteins
(on average + 32 = 2% for medium or POS pretreated cells
versus + 33 = 2% for non-pretreated cells, — cycloheximide).
However, internalization percentage lowered to 25 = 10%
when cells could not produce new proteins (+ cycloheximide).

In contrast, RPE-] cells responded differently, as binding was
more affected when full-length membrane-bound MerTK
receptors could not be replenished at the cell surface (Fig. 5B,
compare — and + bars). In non-pretreated cells, cycloheximide
only impacted RPE-] binding and internalization by 17 = 5 and
8 = 2%, respectively (Fig. 5B, compare white bars). Interest-
ingly, cells pretreated with medium or POS to cleave MerTK
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had their binding significantly impaired by 37 = 4% (p < 0.005)
and 38 = 5% (p < 0.001), when internalization was diminished
only by 29 * 2 and 22 * 2% (p < 0.001), respectively (Fig. 5B,
compare gray and black bars, respectively). Internalization per-
centages were not affected between the different conditions
(with or without pretreatment and with or without protein neo-
synthesis inhibition), staying at an average of 30 = 2% in all
samples, showing that differences were not due to impaired
internalization in RPE-] cells. Levels of available full-length
receptors at the cell surface were indeed decreased after 3 h of
POS stimulation when treated with CHX compared with POS
stimulation alone (Fig. 5C).

To confirm the effect of sMerTK on the respective phagocy-
tosis steps in RPE-] cells, we used a pharmacological inhibitor of
some metalloproteinases, TAPI-0, which has been shown to
block sMerTK shedding in macrophages (41). As done in the
previous experiment, RPE-] cells were treated with TAPI-0
with or without preincubation with medium or POS to stim-
ulate sMerTK release. Western blot analysis revealed that
cleavage of MerTK was diminished in the presence of
TAPI-0 in comparison with controls after both medium and
POS stimulation (Fig. 5D). Inhibition of metalloproteases,
which decreased MerTK cleavage, concomitantly increased the
number of MerTK receptors that were activated by phosphor-
ylation, although no modification of the total amounts of
MerTK in full cell lysates could be observed as already
described in Fig. 1B. When phagocytosis assays were performed
with the same TAPI-O treatment conditions, the amount of
POS bound by RPE cells was increased by 26 *= 2 and 57 = 3%
when preincubated with medium and POS, respectively (Fig.
5E, compare white versus black bars). However, in the same
conditions POS internalization was affected to a lesser extent
and diminished by 9 = 2% after medium and 23 * 2% after POS
pre-stimulation of sMerTK release.

DISCUSSION

RPE cells are different from macrophages in that they are in
continuous contact with POS, and phagocytosis occurs at a spe-
cific time, although macrophages must dispose of apoptotic
cells as soon as they encounter them (5). Thus, activation of the
machinery must be tightly controlled in the retina to trigger and
achieve timely POS engulfment and limit phagocytosis dura-
tion. In vivo, MerTK is activated via intracellular pathways by
the av5 integrin receptor and its ligand MFG-E8 synchroniz-
ing POS phagocytosis to generate the distinctive peak of POS
intake occurring every morning (12, 14). However, how MerTK
activity is controlled to restrict the duration of the phagocytic
peak, crucial in avoiding too many POS being internalized, is
still unclear. We know that proper control of all steps of phago-
cytosis is necessary as deregulation of its completion can lead to
various retinal disease phenotypes, some of them resembling
age-related macular degeneration (14, 44 —46). In addition, we
recently showed that the MerTK receptor also bears a role in
controlling POS binding aside from its indispensable role for
POS internalization (37). This study provides evidence of a neg-
ative feedback mechanism that down-regulates MerTK activity
during RPE phagocytosis by generation of a soluble form of the
receptor.
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Macrophages have been previously shown to generate sMerTK
from the full-length membrane-bound receptor through a proteo-
lytic cleavage (41). Here, we find that sMerTK is cleaved from
RPE cells, and this phenomenon seems to be slightly increased
in the presence of POS compared with medium change alone,
an effect not observed with J774 macrophages that equally rec-
ognize and interact with apoptotic cells and POS (47). These
results suggest that cleavage and release of sMerTK is intrinsic
to RPE cells and is in part stimulated by POS phagocytosis.
Levels of full-length receptors in cell lysates were decreased
accordingly in J774 macrophages, whereas no gross difference
is observed for RPE-] cells. Interestingly, RPE-] cells appear to
have much less MerTK cleaved compared with macrophages,
which could explain why we cannot detect any significant
change in cell lysate levels. RPE-] seems to also release full-
length MerTK receptors, possibly via the exocytosis of
microvesicles or exosomes as was shown for some cell lines
(48).

MerTK proteolysis can limit the cell phagocytic activity in
different ways. In macrophages, the cleaved sMerTK receptor
has a direct antagonistic role on the activity of full-length mem-
brane-bound MerTK via its interaction with Gas6, and thus it
acts as a decoy receptor (41). In our study, two approaches
allowed us to show that sMerTK also acts as a decoy receptor in
the retina. In RPE cells, both ligand functions are impacted by
the presence of sMerTK, leading to low levels of phagocytosis.
However, another effect of sMerTK release could be that pro-
teolysis of the full-length receptor might prevent further acti-
vation of MerTK intracellular domains and thus block stimula-
tion of downstream internalization signaling pathways. Indeed,
we show that when RPE cells pre-stimulated with medium or
POS to generate receptor cleavage were challenged with POS in
the presence of cycloheximide to inhibit protein neosynthesis,
and thus replenishment of surface-bound full-length MerTK
receptors, phagocytosis was significantly reduced. This effect
was also observed in cells pre-stimulated with medium alone,
implying that the observed decrease in phagocytic activity of
RPE cells is not due to the depletion of membrane receptors
that would normally be internalized during phagocytosis but
instead to the reduced availability of functional full-length
MerTK receptors at the cell surface after cleavage of their
ectodomain. The more pronounced effect observed after the
POS preincubation step could be due to an additive effect of
increased sMerTK shedding obtained as well as usage of full-
length MerTK receptors during the preincubation step. Con-
versely, blocking cleavage of MerTK with a pharmacological
protease inhibitor approach increased POS phagocytosis, espe-
cially at the binding step level, strengthening this hypothesis.
Given that MerTK receptors dimerize which triggers down-
stream auto-phosphorylation (49, 50), it is possible that
trimmed receptors lacking their extracellular C-terminal por-
tion and still anchored at the cell surface might disrupt receptor
kinase activity and/or downstream signaling by associating as
dimers with available full-length, intact monomeric receptors.

Our study shows that cleavage of the extracellular portion of
MerTK was inhibited with a concomitant increase in MerTK
phosphorylation and hence activity when cells were incubated
with TAPI-0, a nonspecific protease inhibitor, which has previ-
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ously been shown to inhibit MerTK shedding in macrophages
(41). Very recently, the cleavage site in mouse macrophages has
been located to proline 485 in MerTK, and it has been shown
that sMerTK cleavage requires the metalloprotease ADAM17
(51). Given the differences in the molecular regulation of phago-
cytosis and MerTK cleavage between macrophages and RPE
cells, it would be interesting to investigate whether ADAM17
also participates in sMerTK release in the retina. Other candi-
dates bearing a tissue-specific action that can be inhibited by
TAPI-0 would also be candidates for investigation.

In vivo, we show that the release of sMerTK follows a circa-
dian profile, decreasing slightly just before and increasing at
peak phagocytosis time and during the following hour. Inter-
estingly, peak sMerTK levels were detected at light offset, which
could help keep phagocytosis down when light levels change.
These results suggest that ectodomain cleavage of MerTK
might function to avoid prolonged engulfment of POS and thus
limit the duration of the phagocytosis peak to the narrow win-
dow that occurs just after light onset. Combined with our pre-
vious results showing the punctual intracellular stimulation of
MerTK via avB5 integrin-related signaling cues (12, 14), it
appears that multiple pathways participate in the phagocytic
burst in the retina, both through intra- and extracellular mole-
cules. In the absence of MFG-E8 or avf35 integrin, phagocytosis
still occurs but on a steady-state basis, and so it is therefore
important to explore the diurnal status of sMerTK in the retina
of animals depleted of MFG-E8 or avf35 integrin.

To study the possible contributions of both av5 integrin
and MerTK ligands in MerTK ectodomain cleavage, cells were
challenged with POS in the presence of MFG-ES8, Gas6, and
protein S, and the levels of sMerTK present in the CM and
corresponding phagocytic activity were quantified. Our results
show that the integrin ligand MFG-E8 increases the release of
sMerTK, whereas both MerTK ligands have limited effects in
comparison with POS alone. Interestingly, these results were
observed even in the absence of POS, suggesting that ligand
binding to both phagocytic receptors regulates MerTK cleavage
even in the absence of phagocytosis. Concomitantly, the phago-
cytic activity profile matched the sMerTK release profile. When
different doses and potential additive effects were tested in both
macrophages and RPE cells, we observed very different
responses between the two cell types. Macrophages reacted
almost equally to all ligands at most doses, either alone or in
combination, with an average 36% increase in total phagocyto-
sis. In contrast, RPE cell total phagocytosis was markedly aug-
mented upon increasing MFG-E8 stimulation alone or com-
bined with Gas6 and protein S at 1-2 pg/ml concentrations
(+80%). At higher doses, the MFG-E8-positive effect was coun-
terbalanced to some extent by Gas6 and protein S. Gas6 alone
bears an inhibitory role (—20%) whereas protein S alone is
slightly stimulatory (+10%) with increasing concentrations,
and their effects compensate each other when mixed at a 1:1
ratio. Ligand combinations and their various concentrations
acted mostly on internalization, as all effects were more pro-
nounced than on POS binding.

The important stimulatory effect of MFG-E8 on both phago-
cytosis and sMerTK cleavage in RPE cells points out that integ-
rin signaling pathways synchronizing phagocytosis in vivo may
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contribute to the release of sMerTK from the apical surface,
either directly or indirectly, to help down-regulate phagocyto-
sis. Furthermore, our results indicate that MerTK ligands Gas6
and protein S appear to have opposite and more subtle roles in
the regulation of POS phagocytosis and MerTK cleavage by the
RPE, which appear to be dose-dependent, at least in vitro. Gas6
seems to act as a negative regulator, although protein S appears
to stimulate phagocytosis. As both ligands are not required for
the rhythm of phagocytosis, although they are essential for
phagocytosis completion (12, 22), they may contribute to the
fine-tuning of MerTK activation. Thus, we postulate that
ligands in the IPM may cooperate to tightly regulate numbers
of full-length MerTK receptors present at the RPE cell sur-
face that can be activated. This mechanism would allow for
the precise control of POS engulfment to limit peak dura-
tion. To date, concentrations of individual ligands in the IPM
in vivo are still unknown. Therefore, further studies that will
assess the bioavailability of these three ligands throughout
the light/dark cycle will be crucial for understanding the
respective contribution of each ligand during POS phagocy-
tosis in vivo.

In conclusion, our data show that RPE phagocytosis in vitro
and in vivo is partly regulated by the proteolytic cleavage of the
full-length membrane-bound MerTK receptor, which is critical
for the uptake of POS. Receptor ectodomain cleavage provides
a negative feedback loop in controlling timely MerTK activity.
It is not uncommon that soluble receptors carry multiple roles
in fine-tuning receptor function (39). This is exciting, and fur-
ther work will elucidate the precise mechanisms of MerTK
receptor shedding and how it modulates its own biological
activity in vivo.
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Résultats

3. Discussion

Nous avons montré que MerTK est clivé in vivo de fagon rythmique libérant dans la
MIP son ectodomaine, sMerTK. Nos données suggerent que ce clivage pourrait permettre
d’éviter une internalisation trop prolongée des SEP dans I’EPR, ce qui pourrait contribuer a

limiter en partie le pic de phagocytose dans le temps.

Nous avons également étudi¢ 1’effet des ligands solubles sur le clivage de MerTK et la
capacité phagocytaire des cellules d’EPR. MFG-ES8 stimule fortement la phagocytose et le
clivage de MerTK, suggérant un réle supplémentaire de 1’intégrine avB5 dans la régulation de
la phagocytose rétinienne. Dans un premier temps, la liaison de I’intégrine a son ligand MFG-
E8 permet I’initiation du pic de phagocytose via I’activation de MerTK. Dans un second
temps, cette activation de MerTK pourrait induire de maniére indirecte son clivage. En ce qui
concerne les ligands de MerTK, Gas6 et Protéine S, nos résultats semblent indiquer que les
effets de ces deux ligands sont opposés. Gas6 présente un effet inhibiteur, tandis que Protéine
S présente un effet stimulateur. Nous pensons que ces deux ligands permettraient de réguler
finement la quantité de MerTK disponible a la surface cellulaire en agissant sur son clivage.
Ainsi, nous avons voulu 1- caractériser 1’expression de ces ligands in vivo au cours du cycle

circadien et 2- identifier leurs domaines de fixation sur MerTK.
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Il. Régulation de MerTK via ses ligands

1. Introduction

Dans la partie précédente des résultats, nous avons montré que, comme chez les
macrophages, la fonction de MerTK est régulée en partie par son clivage, qui dans la rétine
libére son ectodomaine, sMerTK, dans la MIP de maniére rythmique in vivo (Law et al.,
2015). Nous avons ¢galement montré que contrairement aux macrophages, des doses
croissantes de Gas6 et Protéine S ont des effets opposés sur la capacité phagocytaire des
cellules RPE-J et sur le clivage de MerTK, suggérant que Gas6 et Protéine S possedent des

roles différents pour la régulation de 1’activité¢ de MerTK dans la phagocytose rétinienne.

Nous avons donc analysé le profil d’expression des geénes et des protéines de ces deux
ligands a différentes heures au cours du rythme circadien chez des souris contrdles et chez les
souris intégrine B5 knockout pour lesquelles le rythme de phagocytose est abrogé. De plus, les
récepteurs TAM possédant deux sites de liaison putatifs pour leurs ligands extracellulaires,
nous avons ¢tudié par une approche de mutagenese dirigée si Gas6 et Protéine S peuvent se
lier aux mémes sites ou s’il existe une préférence entre ces deux sites ou sur certains acides

aminés pour chaque ligand (Sasaki et al., 2006).

2. Résultats

L’expression de Gas6 varie peu au cours du cycle jour—nuit dans I’EPR/choroide et
dans la rétine. L’analyse de la quantité¢ de la protéine Gas6 dans ces deux tissus montre que
dans ’EPR/choroide, sa quantité varie peu au cours de la journée et est faible juste avant le
pic de phagocytose. Dans la rétine, la quantit¢é de Gas6 semble varier plus que dans
I’EPR/choroide. L’expression de Protéine S dans I’EPR/choroide est importante juste avant le
pic de phagocytose et 2 heures apres 1’extinction de la lumiére. Dans la rétine son expression
est plus importante au moment du pic de phagocytose et de I’extinction de la lumiére. La
quantité de Protéine S dans la MIP est stable au cours de la journée sauf au moment du pic de

phagocytose ou une nette augmentation est observée.

Nous avons également analysé les profils d’expression des génes Gas6 et Protéine S
chez les souris déficientes pour 1’intégrine /5, qui ne présentent pas de rythme circadien pour
la phagocytose et qui développent une perte visuelle avec 1’age. Nous n’avons pas détecté de

changement important dans le profil d’expression de Gas6 a la fois dans la rétine et dans

90



Résultats

I’EPR/choroide. Par contre pour Protéine S, de nombreux pics d’expression présents chez les
souris contréles dans I’EPR/choroide sont perdus ou décalés de 2 heures et sont plus faibles.
Nous avons ¢également analysé le profil d’expression du géne MerTK dans I’EPR/choroide
chez les souris déficientes pour D'intégrine £5. La rythmicit¢é de son expression est

complétement perdue et MerTK est beaucoup moins exprimé que chez les souris controles.

La mutation des acides aminés sur le site de liaison mineur de MerTK n’a pas d’effet
sur la capacité¢ phagocytaire des cellules RPE-J. En présence de Protéine S, le mutant
p.Glyl122Arg au niveau du site majeur de fixation induit une diminution de la liaison et une
forte augmentation de I’internalisation, suggérant une accélération de la phagocytose. Les
deux autres mutants testés sur ce site majeur, p.Thrl45Ala et p.Phel47Val, induisent une

diminution de I’internalisation en présence de Gas6.

Ces résultats sont présentés dans I’article ci-apreés « Differential expression and
binding of MerTK ligands Gas6 and Protein S during retinal phagocytosis » par C Parinot et
al, qui est en cours de préparation pour soumission au Journal of the European Molecular

Biology Organization dans lequel je serai premier auteur.
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Abstract

Daily rhythmic phagocytosis of oxidized photoreceptor outer segments constitutes one of the
main tasks of cells from the retinal pigment epithelium. Engulfment of shed outer segments
portions is taken over by the MerTK receptor. MerTK and both its cognate ligands Gas6 and
Protein S are required for vision as their absence leads to early-onset photoreceptor
degeneration. We previously showed that MerTK ligands carry opposite role in vitro, Gas6
contributing to MerTK cleavage and inhibiting internalization while Protein S acts
conversely. So far, their exact role in vivo has not been explored. We presently show that in
vivo Protein S mRNA and protein expression profiles follow a rhythmic pattern close to
phagocytosis while Gas6 expression is more stable. Using site-directed mutagenesis and
phagocytosis assays we demonstrate that Gas6 and Protein S recognize different amino acids
on MerTK second Ig-like domain. Taken together, our data suggest that Gas6 and Protein S
opposite effects may be explained by different in vivo expression patterns combined with

separate binding sites that could influence the activity of MerTK opposite ways.

Keywords : diurnal phagocytosis / Gas6 / MerTK / Protein S / retinal pigment epithelium
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Introduction

In the retina, daily vision is initiated in the photosensitive photoreceptor outer segments
(POS) where light is absorbed and also induces oxidative damage. Being post-mitotic cells,
photoreceptors replace permanently their POS and shed daily their aged extremities.
Separated POS are readily and rhythmically eliminated through a phagocytic mechanism by
cells from the adjacent retinal pigment epithelium (RPE) (Young & Bok, 1969). This daily
activity of also post-mitotic RPE cells has a maximum of activity two hours after light onset
(LaVail, 1976). Completion of phagocytosis is key to photoreceptor function and survival as
its absence causes to rapid photoreceptor degeneration (Bok & Hall, 1971). Similarly,
maintenance of its daily rhythm is critical as arrhythmic phagocytosis leads to accumulative

processes and age-related vision loss (Nandrot et al. 2004).

Similarly to the elimination of apoptotic cells (AC) by macrophages, RPE phagocytosis is a
very organized process that follows sequential steps. First, AC and POS are respectively
recognized by avp3 and avf5 integrin receptors (Savill et al, 1990; Finnemann et al, 1997)
via MFG-ES, a soluble ligand in the extracellular matrix that targets the phosphatidylserines
(PtdSer) exposed at their cell surface (Hanayama et al, 2002; Nandrot et al, 2007). In the
retina, increased exposure of PtdSer and activity of the avfB5 integrin-MFG-E8 couple are
responsible for the synchronized burst of POS phagocytosis after light onset (Ruggiero et al,
2012; Nandrot et al, 2004; Nandrot et al, 2007). After target tethering, intracellular signaling
pathways lead to cytoskeletal rearrangements (Mao & Finnemann, 2012), phagosome closure
(Strick et al, 2009; Bulloj et al, 2013) and internalization (Finnemann, 2003; Nandrot et al,
2004). Second, internalization requires the Mer tyrosine kinase (MerTK) receptor (Scott et al,
2001), which absence results in early-onset photoreceptor death due to accumulation of shed
POS in rodents (Nandrot et al, 2000; D’Cruz et al, 2000; Duncan et al, 2003). Deregulation of
MERTK function linked to gene mutations or overexpression lead to various pathologies in
Humans, ranging from retinal dystrophies (Gal et al, 2000; McHenry et al, 2004; Tschernutter
et al, 2006) to lupus-like autoimmune phenotypes (Cheong et al, 2007), atherosclerosis
(Dickhout et al, 2008) and cancers (Cummings et al, 2013). MerTK has also been shown to
regulate the amount of AC and POS linked to the cell surface and that can thus be engulfed
(Wu et al, 2005; Nandrot et al, 2012), and it can sometimes work without the intervention of
integrins (Dransfield et al, 2015).

MerTK is one of the three receptors of the TAM family, named after Tyro3, Axl and MerTK
(Hafizi & Dahlbédck, 2006a). TAM receptors share very close structural features, with an
extracellular domain build of two immunoglobulin-like domains and two type III fibronectin
repeats, a short transmembrane domain and a large cytoplasmic tyrosine kinase domain. All
three receptors seem to be implicated in general homoeostasis of tissues via their role in
removing every day numerous loads of AC throughout the body as well as in the

downregulation of inflammatory responses in the innate immune system (Lemke, 2013).
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However, at the functional level, specificities exist: in macrophages MerTK functions as a
tolerogenic receptor, while Axl is mobilized by proinflammatory molecules (Zagorska et al,
2014). TAM receptors expression can also be tissue-specific: indeed, in the retina, only
MerTK and Tyro3 are expressed (Prasad et al, 2006).

TAM receptors share two cognate ligands, the vitamin K-dependent Gas6 and Protein S (Stitt
et al, 1995; Varnum et al, 1995), that also bear some typical characteristics. While their
molecular structure is very similar (Manfioletti et al, 1993) with a series of one Gla domain
for PtdSer binding, 4 EGF-like domains and a Sex-Hormon-Binding Globulin domain for
receptor binding (Hafizi & Dahlbéck, 2006b), they are used in distinct functions. Beside its
important role in the anticoagulation cascade (Walker et al, 1980), Protein S is associated with
atherosclerosis via its stimulation of oxLDL phagocytosis by macrophages (Liao et al, 2009),
with angiogenesis via both Axl and MerTK (Burstyn-Cohen et al, 2009; Korshunov et al,
2006) and with the development of cancers (Suleiman et al, 2013). The Gas6—Ax] complex

has also been linked to inhibition of angiogenesis (Gallicchio et al, 2005).

Importantly, Protein S is implicated in AC clearance by macrophages (Anderson et al, 2003).
First linked to PtdSer, Protein S binds to TAM receptors and mediate their activation by
inducing receptor dimerization and autophosphorylation (Uehara & Shacter, 2008). Gas6 has
the capability to bind PtdSer as well and stimulates receptor activation (Nakano et al, 1997;
Hall et al, 2002), and but its precise role in apoptotic cell clearance is not clear. Its absence
does not lead to any phenotype in mice, and Protein S is sufficient to elicit phagocytosis
(Prasad et al, 2006; Lew et al, 2014). Both Gas6 and Protein S have been shown to stimulate
POS phagocytosis by RPE cells (Hall et al., 2005) and are expressed in the retina (Prasad et
al, 2006). However, only recently the creation of a mouse model inactivated for both Gas6
and Protein S that develops blindness similarly to MerTK-deficient rats or mice made it clear
that both ligands are required in the retina (Burstyn-Cohen et al, 2012).

MerTK activation shown by its phosphorylation profile presents a maximum of activity at the
time of phagocytic peak (Nandrot et al, 2004). Interestingly, in B5 integrin and Mfg-e8
knockout mouse eyes, both peaks of phagocytosis and MertTK activation are lost but
phagocytosis still exists (Nandrot et al, 2004; Nandrot et al, 2007) suggesting that MerTK
might be stimulated by Gas6 and/or Protein S directly. RPE cells are in permanent contact
with POS and the timeframe of peak MerTK phosphorylation is very sharp, thus MerTK
activation has to be regulated very tightly to avoid too much phagocytosis to occur. Our
recent data showed that MerTK function might be controlled by cleavage of its ectodomain
and release of soluble MerTK (sMerTK) in the extracellular matrix both in vitro and
rhythmically in vivo (Law et al, 2015). Surprisingly, and in contrast to macrophages,
increasing doses of Gas6 and Protein S have opposite effects on sMerTK release and POS

phagocytosis. While Gas6 appears to increase sMerTK release and block phagocytosis Protein
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S had the converse effects. These data suggest that both ligands might bear different roles in

regulating MerTK function in the retina.

Therefore, we analyzed the mRNA and protein expression profiles of Gas6 and Protein S
along the light:dark cycle. We show that Protein S expression varies according to light
onset/offset and around the time of the phagocytic peak, while Gas6 expression is more
stable. We also asked whether both ligands were sharing the same binding site on MerTK or
whether they each had a specific one. Our mutagenesis approach combined to phagocytosis
assays suggest that each ligand seem to recognize different amino acids of the major ligand
binding site. Taken together, our results allow us to understand how the retina-specific
opposite effect of Gas6 and Protein S on the regulation of MerTK function is organized at the

molecular level.

Results

Gas6 expression profile along the light:dark cycle is quite stable

Expression of Gas6 (Table I) along the light:dark cycle appears as slightly rhythmic in
wildtype animals with small increases just before light onset and after the phagocytic peak in
the RPE/choroid fraction and during the phagocytic peak in the retina fraction (Fig. 1A).
Corresponding protein levels in the RPE/choroid were stable whereas retinal samples showed
some rhythmicity like the qPCR profile but even at times not related to phagocytosis (Fig.
1B). Respective gene expression levels are higher in the retina samples, containing more
varieties of cells, than in the RPE/choroid (Fig. 1C).

We evaluated the bioavailability of Gas6 by studying the soluble ligands that were present in
the IPM. Immunoblots and ELISA assays confirmed the small variation in Gas6 expression
profile (Fig. 1D). For the first time, we quantified in vivo the amounts of Gas6 ligand that can
be used to recognize POS and activate MerTK at different times of day, ranging from 0.3 (just
before the phagocytic peak) to 0.6 (2 hours after light onset) ng/mL. We investigated whether
these expression levels were modified in betaS integrin knockout mice whose phagocytosis is
arrhythmic (Nandrot et al, 2004). We did not detect any drastic change in the expression
profiles of Gasb6 in the RPE/choroid or the retina (Fig. 1E).
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Protein S expression profile peaks just before and at the time of the phagocytic peak

The same samples were used to assess expression of Protein S at the gene and protein levels.
Protein S has been shown as being transcribed by both photoreceptor and RPE cells (Prasad et
al, 2006). We could detect a bimodal profile of Protein S synthesis in both the RPE/choroid,
at the time of light onset and after light offset, and in the retina, at peak phagocytic time and
at light offset (Fig. 2A). Protein levels recapitulated the retinal profile but expression of
Protein S in RPE/choroid seemed shifted 3 hours later compared to gene expression (Fig. 2B).
As shown for Gas6, Protein S is more expressed in the retina, possibly due to the high

number of blood vessel spanning the retinal network (Fig. 2C).

We could find any ELISA kit that gave us consistent measures of Protein S concentration in
our samples therefore we only used immunoblots for soluble Protein S quantifications.
Amounts of Protein S available in the IPM are markedly and solely increased at the time of
the phagocytic peak when compared to any other time of the day (Fig. 2D). Interestingly, in
beta5 integrin knockout mice some of the peaks of Protein S expression observed in wildtype
controls are lost (Fig. 2E): at light onset and after light offset in the RPE/choroid, and at peak

phagocytosis time in the retina.

We showed previously that MerTK is also expressed under a rhythmic pattern, including low
gene transcription at peak time, followed by a sharp increase just after the peak (Law et al,
2015). We now illustrate the complete loss of MerTK’s rhythmic expression when
phagocytosis is performed as a steady-state function in beta5 integrin knockout RPE/choroid
(Fig. 2F).

Expression levels and effect of inhibition are different for Gas6 and Protein S

Our recent data suggest that, in contrast to macrophages, Gas6 and Protein S assume converse
roles in POS phagocytosis (Law et al, 2015). Increasing doses of Gas6 inhibit POS
internalization while doses of Protein S stimulate POS engulfment. Another study showed
that both ligands are required for phagocytosis completion (Burstyn-Cohen et al, 2012).
Therefore, respective amounts of each ligand in the IPM at any given time of the day is
important to control this rhythmic activity. At the gene level, Gas6 is substantially more
expressed than Protein S at any given time in both RPE/choroid and retina (Fig. 3A).
Immunofluorescence assays confirmed that both ligands are detected in the IPM, RPE and

photoreceptors (Fig. 3B).

We tested the effect of blocking the endogenous expression of each ligand or both via siRNA
on the phagocytic abilities of rat RPE-J cells without the addition of ligands to the medium.
Decreasing Gas6 expression directly impacts significantly both steps of phagocytosis, binding
and internalization after 1.5 and 3 hours of POS challenge (Fig. 3C-D). Protein S
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downregulation slightly impacted binding and only after 1.5 hours of phagocytosis (Fig. 3C).
No additional effect is gained of blocking expression of both ligands at the same time
compared to Gas6 alone. We noticed that the effects are more marked early on at 1.5 hours
than after 3 hours of phagocytosis (Fig. 3C-D).

Gas6 and Protein S recognize different amino acids of MerTK major binding site

In the TAM family, only the binding between Gas6 and Axl has been studied (Sasaki et al,
2006). Using crystallography analysis of ligand-receptor interaction and mutagenesis, they
identified a minor and a major biding site on Axl and showed that Gas6 binding to an AxI
monomer elicits dimerization and activation of the receptor. Between members of the TAM
family, it appears that the major site is more prone to receptor specificity. We decided to
explore these 2 sites on the MerTK receptor regarding the binding of Gas6 and Protein S. For
each site, we chose 3 relevant amino acids to target referring to residues important to Axl
(Sasaki et al, 2006) and sequence homologies between Axl and MerTK. Amino acids were
changed so that the new residue does not affect the overall 3-D structure of the extracellular

domain (similar size and chemical properties) (Table II).

Mutated MerTK clones were transfected in RPE-J cells, containing normal endogenous
MerTK. In our first series of assays, cells were challenged with POS alone (Fig. 4A). The
negative control mutant p.Prol20Arg has the same phagocytic profile as the wildtype MerTK
construct. Among the 2 mutants tested for each site, the major site p.Thrl45Ala and
p.Lys269Leu seem to modify both steps RPE-J phagocytosis, with a bigger effect on POS
binding. To test the binding affinity of each ligand on the mutants, we added either ligand
alone or in combination to the POS mix (Law et al, 2015). Mutants in the minor site do not
lead to any functional change in the presence or absence of ligands when compared to the
wildtype construct (data not shown). Major site mutant have a more stringent effect on POS
phagocytosis (Fig. 4B). In the presence of Protein S, the p.Glyl22Arg mutant shows
decreased binding and increased internalization, suggesting acceleration of phagocytosis, that
is even more pronounced when Gas6 is also added. The 2 other mutants tested p.Thr145Ala
and p.Phel147Val, which are very close residues, impacted POS internalization in the presence
of Gas6.
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Discussion

Retinal phagocytosis and clearance of apoptotic cells by macrophages share common features,
which allows us to make analogies: sequential organization of the process, similar molecular
machinery, cross-recognition of each other’s target (Finnemann et al, 1999). However, in the
retina the situation is way more complex due to the permanent contact between the 2
protagonists. This characteristic makes it necessary for RPE cells to have a perfect control of
the amounts of POS they engulf to avoid achieving too much phagocytosis and damaging the
homeostasis of the retina. The converse limitation is also crucial: RPE cells need to eliminate
damaged POS properly in order to maintain photoreceptor’s health and vision (Bok & Hall,
1971). Therefore, RPE phagocytosis functions as a once-a-day event, a burst of activity that
occurs during a limited time lapse. At light onset, a series of events are taking place leading to
the stimulation of MerTK, which phosphorylation profile over a short duration matches the
peak of POS engulment (Nandrot et al, 2004). MerTK gene expression is also rhythmic, with
a burst of synthesis just after phagocytosis and after light offset. We now show that in beta5
integrin knockout mouse the rhythm of POS clearance is lost, as well as the cyclic profile of
MerTK expression in RPE/choroid samples. This suggests that the rhythmicity of POS
elimination somehow is required for rhythmic MerTK transcription.

Aside from its extracellular activation via alphavbeta5 integrin receptors, there are several
ways by which MerTK activity can be controlled. One of them is the stimulation by its 2
ligands Gas6 and Protein S. Both seem to be expressed by photoreceptors as well as by the
RPE (Hall et al, 2005; Prasad et al, 2006). For a long time, doubts were lingering about the in
vivo utility of MerTK ligands for retinal phagocytosis. Indeed, despite the fact that they have
been shown to stimulate POS phagocytosis by RPE cells in vitro (Hall et al, 2005), their
absence in single mutant mice does not lead to any ocular phenotype (Hall et al, 2005; Prasad
et al, 2006; Burstyn-Cohen et al, 2012). Recently, the generation of Gas6 and Protein S
double knockout mice finally gave us some more insight (Burstyn-Cohen et al, 2012). These
animals develop the same early-onset retinal degeneration phenotype as MerTK-deficient rats
and mice (Nandrot et al, 2000; D’Cruz et al, 2000; Duncan et al, 2003). These results clearly
demonstrated that both ligands are required in vivo, and suggested some compensatory

mechanism in the absence of one of the two ligands.

Therefore an important question arises: in vivo where and when are MerTK ligands expressed
and bioavailable? For the first time, in our study we extensively analyzed expression of these
ligands at the gene and protein levels in separated retina and RPE/choroid fractions as well as
in the [PM in wildtype mice as well as in a mouse model displaying an arrhythmic profile of
retinal phagocytosis (beta5 integrin knockout mouse). Gas6 expression profiles in normal
animals only showed a slight decrease just before followed by an increase just after
phagocytosis. In contrast, Protein S expression profiles are more variable, with increased

production just before (RPE/choroid) or at the time (retina) of peak phagocytosis. Protein S
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ligands available in the IPM have a sharp increase in their concentration just at the time of
maximum POS elimination. In the retina of beta5 knockout mice, Gas6 profiles are pretty
similar to controls, while some of the expression peaks are lost for Protein S. This result
implies that some components regulating Protein S expression might be directly linked to the
phagocytic function like it seems to be the case for MerTK. Taken together Gas6 appears to
follow a quite stable expression profile, while Protein S one is matching and partly linked to
phagocytosis, both in photoreceptors and in RPE cells. Therefore, we still cannot discriminate

on the origin of the bioactive Protein S between these 2 cell types.

Interestingly, when we compared the relative amount of gene transcription between the 2
ligands, Gasb is expressed between 15% (retina) to 40% (RPE/choroid) more on average than
Protein S. This raises a very important point: knowing the respective concentrations of each
ligand during the light:dark cycle. We were able to evaluate the amounts of Gas6 in the IPM
in the ng/mL scale in the mouse using ELISA kits. Unfortunately, we could not identify any
kit accurate enough to quantitfy Protein S concentrations in our mouse samples. However, at
the transcriptional level there seems to be excess of Gas6 production compared to Protein S
during the majorite of the light:dark cycle. While their half-lifes are not known, it is known
that the affinity of MerTK for Gas6 is weak (Sasaki et al, 2006). Therefore, the abrupt
increase of Protein S availability at peak phagocytosis time might change the stoechiometry
between the 2 ligands for binding and activation of MerTK receptors. The change in the type
of ligand binding the receptor could also modify its 3-D structure and thus its activity. As
well, it has been shown that calcium ions and gamma-carboxylation of the Gal domain of the
ligand is required for full activation of TAM receptors (Hall et al, 2002; Lew et al, 2014).

Therefore, some other factors in the extracellular matrix might participate in the process.

So far, the exact binding site/s for Gas6 and Protein S on MerTK have never been explored in
any tissue. Using sequence comparisons between TAM receptors and a previous study on Axl
binding sites (Sasaki et al, 2006), we selected probable amino acids for ligand binding in the
putative minor and major sites on the extracellular domains of MerTK. To assess these
residues, we used a site-directed mutagenesis approach combined with phagocytosis assays
with or without the addition of MerTK ligands. For POS phagocytosis only the major site
seems to be mobilized. Interestingly, Gas6 and Protein S act on different amino acids, raising
the doubt for the potential competition between the 2 ligands. Although it has not been
explored, it might be possible that both ligands could be attached on a MerTK dimer.

Recently, we identified another mean RPE cells use to regulate MerTK activity. We showed
that RPE cells cleave the extracellular domain of MerTK from the cell surface and release it
as a soluble receptor (sMerTK) in the extracellular matrix that can act as a decoy receptor,
leading to decreased phagocytosis (Law et al, 2015). This downregulation mechanism seems
to be linked to Gas6, which stimulates MerTK cleavage while Protein S tends to inhibit it.

Differential anchoring of one or the other ligand might elicit different signal that could engage
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MertK in the cleavage process via a more easy access of proteases to the cleavage site next to
the cell membrane and thus downregulate phagocytosis. In addition, while Protein S
stimulates POS phagocytosis as it does in macrophages, increasing doses of Gas6 inhibited
the internalization of POS. Blocking the endogenous production of Gas6 decreased
phagocytosis, suggesting that their might be a different role of Gas6 produced by RPE cells

and of the reombinant one we use in phagocytosis assays.

Thus, the results of this study reinforce our previous work (Law et al, 2015). When combining
our in vitro and our in vivo data, we can make some hypothesis on the role of MerTK ligands
in the fine regulation of the receptor’s activity. In the retina, Gas6 and Protein S appear to
bear opposite roles on RPE cells. Gas6 seems to sustain a continuous inhibitory role through
its high almost constant expression in the retina. In contrast, Protein S appears to help
stimulate MerTK at the time of phagocytosis peak activity when it’s presence in the IPM
increases. Therefore, Protein S appears as the probable MerTK ligand for rhythmic
phagocytosis, even if both ligands are required for photoreceptor survival (Burstyn-Cohen et
al, 2012). Their differential role on phagocytosis modulation might be ensured by the use of
separate fixation sites on the Ig-Like domains of MerTK, and it might be linked to MerTK

cleavage. Further studies are required in order to identify the protease/s cleaving MerTK.

Materials and Methods

Reagents and Antibodies

Reagents were from Life Technologies, unless otherwise stated. Gas6 and MerTK
recombinant proteins and antibodies raised in goats against Gas6, MerTK, PEDF and Protein
S were from R & D Systems. Recombinant Protein S was from MP Biomedicals. Protein S in

in vivo samples were detected on immunoblots using the mouse Protein S antibody (Abcam).

Animals

Homozygous B5 integrin knockout mice (5-/-) (Huang et al, 2000; Nandrot et al, 2004) and
wildtype (wt) mice from the same genetic background (129T2/SvEmsJ; The Jackson
Laboratory) were housed under cyclic 12-hr light:12-hr dark conditions (light onset at 8AM)
and fed ad libitum. Animals were handled according to the Association for Research in Vision
and Ophthalmology (ARVO) Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research. Protocols were approved by the Charles Darwin Animal Experimentation Ethics
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Committee from the Université Pierre et Marie Curie-Paris. For experiments, wt and B5-/-
mice aged from 2 to 4 months were killed by CO2 asphyxiation. Mice were sacrificed at 12
different time-points along the light:dark cycle as follows: 4.00, 6.00, 7.00, 8.00 (light onset),
9.00, 10.00 (phagocytosis peak), 11.00, 12.00, 16.00, 20.00 (light offset), 22.00 and 24.00.
Eyes were gently removed and dissected in HBSS without CaCl, and MgCl,. After removal
of the lens, the retina was carefully separated from the rest of the cup —containing the
RPE/choroid- in a dry dish and both parts were frozen separately in liquid nitrogen. One eye
(cup and retina) from each animal was used for gene expression levels assessment and the

fellow eye for protein levels analysis (see respective sections below).

RNA extraction, reverse transcription assay and Real-time quantitative PCR

RNAs were extracted using the Illustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare)
according the manufacturer’s instructions with a second DNAse step to reduce the potential
residual content of genomic DNA as previously described (Law et al, 2015). RNA yield and
purity were measured using a spectrophotometer. 250 ng of total RNAs from each sample
were loaded on a 1% agarose/1X TAE gel to check their integrity. 500 ng of total RNAs from
both retina and RPE/Choroid of each eye were reverse-transcribed in a 50-pL final reaction

volume for 1 hour at 42°C (Reverse Transcription System, Promega).

PCR primers designed by us allow the amplification of 150-bp fragments for all tested genes
and the ribosomal protein RhoO (Rplp0) housekeeping control (Table I). Triplicate qPCR
reactions for each sample were carried out on a 7500 Fast Real-Time PCR System using the
Power SYBR Green PCR Master Mix (both Applied Biosystems) as follows: 50°C for 2 min,
95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15 sec, 60°C for 1 min. Reaction products
were tested on 1.2% agarose/1X TAE gel electrophoresis and melting curves were analyzed to
confirm size and specificity, respectively. Relative amounts of each gene were calculated
using the 2"-AACt method and expression levels at 8 AM (8.00, light onset) were set as 1 as

specified in each figure legend.

Retrieval of Soluble Proteins, Sample Lysis, Immunoblotting and ELISA

Soluble proteins from the interphotoreceptor matrix (IPM) of mouse eyes were isolated from
each sample in HBSS without Ca®" and Mg®" for 20 min on a shaker at 4°C as described
previously (Law et al, 2015). Samples were centrifuged at maximum speed for 5 min at 4°C
and then supernatants were ultra-centrifuged at 110,000g for 30 min at 4°C (Sorvall M120 SE
Discovery, S120-AT?2 rotor).

Tissue pellets were solubilized in 1% Triton X-100, 1 % sodium deoxycholate, 0.1 % SDS, 50
mM HEPES, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1.5 mM MgCl, and 1 mM EGTA with 1 % each

102



Résultats

of protease and phosphatase inhibitor cocktails. Isolated samples representing 20% of soluble
proteins from the IPM mixed at 1:1 between separated retina and RPE/Choroid fractions from
a same sample and whole cell lysates representing approximately 7.5% of one tissue sample
were separated on SDS-polyacrylamide gels and electroblotted onto nitrocellulose membrane
(Whatman). Immunoblots were blocked with 10% milk in 1X TBS for 2 hours, probed with
primary antibodies overnight and secondary antibodies for 2 hours at RT. Signals were
detected using a chemiluminescence detection system (PerkinElmer) and chemiluminescence
films (Amersham). Non-saturated films were scanned and signals quantified using NIH
ImageJ 1.43u. An identical control sample was loaded on each immunoblot and used as

reference for protein quantifications and comparisons between different sample series.

Amounts of Gas6 ligands present as soluble molecules in the IPM were assessed using the
corresponding Mouse Quantikine ELISA Kit (R&D Systems) as instructed. For each sample,
9 ng of each separated retina and RPE/Choroid fractions were mixed before measurement on
a plate reader at 450 nm with a correction at 540 nm. Concentrations were calculated

according to the standard control values.

Immunofluorescence Microscopy

Full eyecups were fixed in Davidson’s fixative (3/9 ethanol 95%, 1/9 glacial acetic acid, 2/9
37% formaldehyde solution, 3/9 distilled water), lens removed and eyecups embedded in
paraffin. 8-um cross-sections were cut and paraffin was removed using SafeSolv. Rehydrated
sections were incubated in 9% H,0,, 1X SSC and deionized formamide for 20 min under a
fluorescent bulb to bleach melanin pigments. Non-specific signals were blocked using 1%
BSA in 1X TBS for 30 minutes. Sections were incubated overnight at 4°C with the different
primary antibobies. After 3 10-min washes in 1% BSA 1X TBS, sections were incubated with
AlexaFluor secondary antibodies diluted in 1% BSA 1X TBS for 1.5 hours, washes 3 times,
incubated with DAPI for 15 minutes, washed again twice and the slides were mounted with
Vectashield (Vector Laboratories). Fluorescent images were acquired using a DM6000
epifluorescence microscope (Leica) with a 20X objective and the Meta Imaging Series 7.5
(Metamorph) software. Images were compiled and processed similarly using Adobe
Photoshop CS, version 8.0.1.

MerTK cDNA Mutagenesis

Mouse MerTK cDNA with an extracellular GFP tag cloned into the OmicsLink Expression
Clone vector (EX-Mm03855-M29) was purchased from GeneCopoeia. Point mutations on the
minor and major site were designed according to critical amino acids for ligand binding

identified on Axl in a previous study (Sasaki et al, 2005) and using sequence alignments
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between Axl and MerTK. Primers sequences were generated using the QuickChange Primer
Design Program (www.agilent.com/genomics/qcpd; Agilent Technologies) (Table II). Desired
changes were obtained using the QuickChangell XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies) with the following PCR amplification conditions: 5 min at 95°C; 18 cycles of 1
min at 95°C, 1 min at 60°C and 22 min at 68°C; 7 min at 68°C. Selected clones were

confirmed via direct sequencing and were further amplified to generate stock.

Cell Culture and Transfection

The rat RPE-J cell line (ATCC) was maintained at 32°C and 5% CO; in DMEM with 4%
CELLect Gold FCS (ICN), supplemented with 10 mM HEPES and 1% non-essential amino
acids (NEAAs). For experiments, RPE cells were plated on alcian blue-coated 96-well plates.
After 24 hours, cells were transfected with expression plasmids for 5 hours using
Lipofectamine 2000 (Life Technologies) according to the manufacturer’s protocols, and used
72 hours later. Alternatively, cells were transfected with rat ON-TARGETplus SMARTpool
siRNAs for 4 hours using the DharmaFECT 4 siRNA Transfection Reagent as instructed.
Transfection efficiency was assessed using the siGLO RISC-free Control siRNA and
specificity of the effects observed was validated by comparison with the ON-TARGETplus

Non-targeting Pool (all from Dharmacon).

POS Isolation and phagocytosis

POS were isolated from porcine eyes fresh from the slaughterhouse according to an
extensively described protocol (Parinot et al, 2014). Under dim red light in the dark, eyeballs
were separated into anterior and posterior halves, and retinae were collected in an
homogenization buffer (20% sucrose, 20 mM tris acetate pH 7.2, 2 mM MgCl,, 10 mM
glucose, 5 mM taurine). The retina suspension was shaken vigorously to disrupt the cells and
detach the outer segments and filtered 3 times through gauze. The retinal homogenate was
loaded onto continuous 25-60% sucrose gradients (in tris acetate pH 7.2, 10 mM glucose, 5
mM taurine) and ultracentrifuged at 25,000 rpm for 50 min at 4°C (Beckman SW-32-Ti swing
rotor). The orange band in each tube was collected and diluted in 4-5 volumes of a 20 mM tris
acetate pH 7.2, 5 mM taurine buffer, and spinned at 5,000 rpm for 10 min at 4°C (Sorvall
SS34 rotor). Pellets were washed in 10% sucrose, 20 mM tris acetate pH 7.2, 5 mM taurine,
pelleted similarly, washed in 10% sucrose, 20 mM sodium phosphate pH 7.2 and 5 mM
taurine and centrifuged a third time in the same conditions. For labeling, POS were
resuspended in 10% sucrose, 20 mM sodium phosphate pH 7.2 and 5 mM taurine (or DMEM)
and incubated with 1 mg/ml fluorescein isothiocyanate (FITC) (Life Technologies) for 1.5

hours at room temperature while rotating. POS were washes twice in 10% sucrose, 20 mM
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sodium phosphate pH 7.2 and 5 mM taurine and once in DMEM, and then resuspended,

counted, aliquoted and frozen in DMEM containing 2.5% sucrose.

Cells were challenged with approximately 10 POS per RPE cell resuspended in straight
DMEM. In some assays, recombinant MerTK ligand proteins at 10 pg/mL were added to the
POS suspension before challenging the cells for 3 hours at 37°C as previously described (Law
et al, 2015). Cells were then washed three times with PBS-CM (0.2 mM Ca’" and 1 mM
Mg at the end of the incubation. An incubation of part of the wells in each condition with
trypan blue for 10 min quenches the fluorescence of surface-bound FITC-labeled POS and
allows us to quantify only POS internalization (Finnemann et al., 1997) and washed twice
with PBS-CM. After a fixation step of 10 minutes with ice-cold methanol for all wells, nuclei
were counterstained with DAPIL. FITC-POS- and DAPI-labeled nuclei-derived signals were
quantified using a microplate fluorescence reader (Infinite M1000, Magellan 6 software,

Tecan).

Statistical analysis

All experiments were repeated between 3 to 8 times. Obvious outliers were removed from the
calculations on the basis of their highest difference to the calculated mean when including all
samples. Significance of results was assessed using either the Student t test in one-to-one
comparisons or non-parametric one-way ANOVA with a Tukey post-test when comparing
multiples samples. In all cases, significances levels are depicted as follows: * P <0.05, ** P <
0.01 and *** P <0.001.
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Table |

Résultats

Gene names, accession number and corresponding sequences of the oligonucleotides used for

quantification of gene expression via qPCR.

Mouse gene Forward Primer Reverse Primer

Accession #

Rplp0 CCTGAAGTGCTCGACATCAC TGCCAGGACGCGCTTGTAC
NM 007475.5

Gas6 ATCAACCACGGCATGTGGC CGGTGAGATTCAGGTGATAG
NM 019521.2

Protein S GCAGGAGTTGTCTTATATCTG CACGAAGCGCAATCAGGAG

NM 011173.2
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Table 11

Résultats

List of mutants chosen on the minor and major ligand binding sites of MerTK extracellular

domain and related amino acids changes.

Site Amino Acid Change Sequence Change

Minor p-Leul96Gly c.571C>G, ¢.572T>G
p-Lys263lle c.788A>T
p-Lys269Leu c.805A>C, c.806A>T

Major p.Glyl22Arg ¢.364G>C
p-Thr145Ala c.418A>G
p-Phel47Val c.424T>G

Control p.Prol20Arg c.341C>G
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Figure legends

Figure 1

The expression profile of Gas6 is quite stable along the light:dark cycle. Analysis of the
mRNA (A, C, E) and protein (B, D) expression profiles for Gas6 in RPE/choroid, retina or
IPM for wildtype (A-E) and beta5 integrin knockout mice (E) at different times of day as
indicated. The black bar under each graph represents the time-points during which lights are
on in the animal facility. (A) qPCR experiments allowed us to show that Gas6 expression is
slightly increased at the time of and just after the phagocytic peak in retina and RPE/choroid,
respectively. (B) Corresponding protein quantification of fellow eye lysates loaded on
immunoblots follows the same profiles. (C) Interestingly, at all times expression of Gas6 was
higher in retinal tissues (black line) than in RPE/choroid (grey line). (D) Amounts of soluble
Gas6 available in the IPM for MerTK receptors evaluated by immunoblots and ELISA
confirm the same trend of expression. A representative immunoblot illustrate the slight
variability of Gas6 expression along the day and night. (E) Beta5 integrin knockout mice
devoid of the daily rhythm of POS phagocytosis (B5-/-, grey lines) show no difference in their
expression profile of Gas6 when compared to control wildtype mice (black lines). All
quantifications are expressed in arbitrary units (a.u.) —except for ELISA expressed in ng/mL—
as mean + SD, n = 3-6 independent samples. The reference set as 1 for comparison is the
quantification at 8.00 AM (light onset) for each single graph. In case of 2 graphs, the
reference chosen is the measure at the same time for the RPE/choroid (C) or the wildtype

sample (E).

Figure 2

Peaks of Protein S expression exist in both RPE/choroid and retina and correlate with
the daily rhythm of phagocytosis. Analysis of the mRNA (A, C, E, F) and protein (B, D)
expression profiles for Protein S (Prosl) in RPE/choroid, retina or IPM for wildtype (A-F)
and beta5 integrin knockout mice (E, F) at different times of day as indicated. The black bar
under each graph represents the time-points during which lights are on in the animal facility.
(A) Protein S expression increases just before and at the time of phagocytosis in RPE/choroid
and retina, respectively. In both tissue samples a second peak occurs at night offset (retina) of
just after (RPE/choroid). (B) Protein quantification on immunoblots of fellow eye
RPE/choroid follows the same profile as in (A) but with a 3-hour delay. (C) As observed for
Gas6, Protein S transcription was higher in retinal tissues (black line) than in RPE/choroid
(grey line) at all times. (D) Representative immunoblot and corresponding quantification of

soluble ligands detected in the IPM shows a sharp increase in the amounts of Protein S
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available in the IPM for MerTK receptors. (E) In contrast to Gas6, some peaks of Protein S
expression just before or at phagocytosis time are lost in beta5 integrin knockout mice (35-/-,
grey lines) when compared to control wildtype mice (black lines). (F) Interestingly, in the
absence of the phagocytic rhythm in these animals (grey line) the cyclic expression of MerTK
present in control mice (black line) is lost as well. [F: modified from Law et al, The Journal of
Biological Chemistry 2015]. All quantifications are expressed in arbitrary units (a.u.) as mean
+ SD, n = 3-7 independent samples. The reference set as 1 for comparison is the
quantification at 8.00 AM (light onset) for each single graph. In case of 2 graphs, the
reference chosen is the measure at the same time for the RPE/choroid (C) or the wildtype
sample (E, F).

Figure 3

Gas6 is more expressed than Protein S in the retina and is more sensitive to sSiRNA
inhibition. (A) Gas6 and Protein S (Pros1) mRNA expression profiles in RPE/choroid and
retina of wildtype mice were compared at different times of day as indicated. The black bar
under each graph represents the time-points during which lights are on in the animal facility.
In both tissue samples Gas6 (grey lines) is much more transcribed than Protein S (black lines)
as measured by qPCR using the 2"-AACt method. Expressed in arbitrary units (a.u.) as mean
+ SD, n = 3-7 independent samples. The reference set as 1 for comparison is the
quantification at 8.00 AM (light onset) for the wildtype sample. (B) Respective ligand
localization in the retina at 10.00 AM was evaluated on tissue sections by
immunofluorescence. Gas6 (green, left panel) is expressed in photoreceptor inner (PIS) and
outer segments (POS), as well as in RPE cells. Protein S (green, right panel) is also expressed
by photoreceptors and RPE cells, and is enriched in the POS area. Nuclei labeled with DAPI
appear in magenta. (C, D) siRNA were used to downregulate the endogenous production of
each ligand by RPE-]J cells. Cells were then subjected to phagocytosis assays for 1.5 (C) and 3
hours (D) without the addition of ligands. Decrease in Gas6 synthesis (blue bars) leads to
diminished binding and internalization of POS compared to control siRNA (grey bars) as
indicated. Blocking the production of Protein S (green bars) only slightly affects binding at
1.5 hours. Targeting of both ligands production (purple bars) has the same effect as decrease
of Gas6 alone. Expressed in arbitrary units (a.u.) as mean + SD, n = 5-6 independent
experiments, * P < 0.01. Reference set as 1 is the total phagocytosis —binding +

internalization—for the control condition.
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Figure 4

Gas6 and Protein S bind to MerTK on different amino acids of the major binding site.
(A) Mutants targeting the minor (purple bars) and the major (blue bars) binding sites of
MerTK were transfected in RPE-J and tested for their influence on binding and internalization
of POS when compared to non-mutated MerTK (black bar) or to the non-deleterious
p.Pro120Arg mutant (P120A, grey bars) as indicated. In the major site, the p.Thr145Ala
(T145A) mutant increases both phagocytosis steps while p.Phel47Val (F147V) slightly
decreases binding. Regarding the minor site, the p.Lys269Leu (K269L) decreases
phagocytosis while p.Lys263Ile (K263I) has no effect. (B) To further investigate the major
site mutants, during the phagocytosis assays we added Gas6 and Protein S (Prot S) ligands,
either alone or in combination, as indicated. The p.Glyl22Arg (G122R, light blue bars)
mutant seems to accelerate phagocytosis in the presence of Protein S as less binding and more
internalization (see arrows) is observed compared to control (black bars). This effect is
reinforced in the presence of Gas6 (Gas6 + Prot S condition). The other 2 mutants,
p.Thr145Ala and p.Phel47Val , only impact internalization in the presence of Gas6 (see
arrows). Effect of Gasb6 is lessened in the presence of Protein S for p.Thr145Ala (Gas6 + Prot
S condition). Expressed in arbitrary units (a.u.) as mean = SD, n = 4-5 (A) or n = 3-4 (B)
independent experiments. Reference set as 1 is the total phagocytosis —binding +

internalization—for the control condition.
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Figure 2
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3. Discussion

Précédemment nous avions montré que Gas6 et Protéine S présentent un réle opposé
sur la régulation de la fonction de MerTK (Law et al., 2015). Les données obtenues dans cette
¢tude renforcent ces résultats. En effet, in vivo, dans la MIP la quantité de Gas6 est stable
durant le cycle jour—nuit, et in vitro nous avons montré que Gas6 inhibe la phagocytose des
SEP et stimule le clivage de MerTK. La quantité¢ de Protéine S dans la MIP est constante et
faible tout au long du rythme circadien excepté, au moment du pic de phagocytose ou
Protéine S est présente en grande quantité. In vitro, elle stimule la phagocytose des SEP et
inhibe le clivage de MerTK. Ainsi, nous pensons que Gas6 a un rdle inhibiteur constant, et
qu’au moment du pic de phagocytose, la nette augmentation de Protéine S dans la MIP
pourrait permettre une activation compléte du récepteur MerTK induisant I’internalisation des
SEP. MerTK posseéde une faible affinité pour Gas6, et il est possible que I’affinité pour
Protéine S soit plus importante. Ainsi, la synthése de Protéine S pourrait changer la
steechiométrie entre les deux ligands pour augmenter [’activabilit¢é du récepteur et
potentialiser le pic de phagocytose. De plus, il semble que Gas6 et Protéine S se fixent sur des
acides aminés différents au niveau des sites de liaison de MerTK, ce qui pourrait engendrer
une compétition entre eux pour le récepteur et/ou induire un changement de conformation de

MerTK lors de la fixation d’un ligand.
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I11. Identification de la protéase responsable du clivage de MerTK

1. Introduction : choix des candidats

Nous avons montré que les cellules d’EPR en culture produisent du sMerTK suite au
clivage de I’ectodomaine de MerTK. De plus, dans la rétine ce clivage s’effectue selon un
rythme circadien libérant le sMerTK dans la MIP. Cependant, la protéase responsable de ce
clivage est toujours inconnue. En 2011, Thorp et ses colleégues ont montré que MerTK est
clivé par ADAM17 chez les macrophages (Thorp et al., 2011). Nous avons décidé d’étudier
cette protéase dans la rétine afin de savoir si elle est également responsable du clivage de
MerTK dans ce tissu. En analysant le role des ligands, Gas6 et Protéine S, sur ’activité de
MerTK in vitro, nous avons constaté que, au contraire des macrophages, ils présentent un role
opposé. De plus, ils paraissent lier MerTK au niveau d’acides aminés différents et in vivo, leur
profil d’expression dans la MIP n’est pas similaire. Ainsi, il semble que la régulation de
I’activité de MerTK soit régie de maniére tissu-spécifique. Nous avons également montré
qu’in vitro le clivage de MerTK est diminué en présence de TAPI-0. TAPI-0 est un inhibiteur
non spécifique de protéases capable de bloquer la fonction d’ADAMO et 17, de collagénases,
de méprines et des MMP-1, 3, 9 et 13. Nous avons donc décidé d’inclure dans notre étude

d’autres protéases qui pourraient étre impliquées dans ce clivage.

ADAMI17 appartient a la famille des métalloprotéases ADAM (voir Introduction
Chapitre V). Nous avons rapporté le fait que plusieurs ADAM peuvent étre responsables du
clivage d’un méme substrat. Ainsi ADAMO, 10 et 17 peuvent cliver les mémes protéines. La
protéase responsable du clivage peut également dépendre du type et de la stimulation
cellulaires. 11 a ¢ét¢ montré qu’ADAMIO0 est responsable du clivage d’Axl, récepteur
appartenant a la méme famille que MerTK, et que les souris déficientes pour ADAM9
développent une dégénérescence rétinienne, avec la présence de vésicules dans ’EPR et une
perte de contact entre les SEP et ’EPR (Budagian et al., 2005; Parry et al., 2009). Des
mutations sur le géne ADAM9 ont également été identifiées chez des patients atteints de
dystrophies rétiniennes (El-Haig et al., 2014; Goldstein et al., 2010; Hull et al., 2015). Nous
avons donc décid¢ d’étudier le potentiel role d’ADAMO, 10 et 17 dans le clivage de MerTK

au niveau de la rétine.

En 2006, un polymorphisme dans le promoteur du géne HTRAL (high-temperature
requirement factor Al) a ¢été¢ identifi¢ comme conférant un risque majeur pour le

développement de la DMLA (DeWan et al., 2006; Yang et al., 2006). HtrA1 est une sérine
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protéase secrétée impliquée dans I’homéostasie et le renouvellement de la matrice
extracellulaire en dégradant les protéines comme la fibronectine et 1’aggrécane. Elle est
exprimée et sécrétée par I’EPR. Sa surexpression dans I’EPR provoque une
néovascularisation de la choroide en augmentant la sécrétion de VEGF par I’EPR et un
remodelage de la membrane de Bruch (Jones et al., 2011; Vierkotten et al., 2011). Nous avons
donc décidé de l’inclure dans notre étude pour tester son implication dans le clivage de
MerTK dans la rétine. A ce jour aucune ¢étude n’a analysé le role d’HtrAl dans la

phagocytose des SEP par ’EPR.

Dans le but de discriminer les différentes protéases candidates, nous avons étudié leur
expression dans la rétine in vivo a différentes heures de la journée. Nous nous sommes
¢galement intéressés a leur localisation sur des coupes de rétine. In vitro, nous avons voulu
savoir si les candidats sont localisés au méme endroit que MerTK dans les cellules RPE-J au
cours de la phagocytose. Nous avons également réalisé des expériences de digestion in vitro
entre protéines recombinantes dans différentes conditions. Enfin, nous avons utilis¢ des
inhibiteurs spécifiques d’ADAM10 ou d’ADAMI10 et 17. Nous avons analysé leurs effets sur
la capacité phagocytaire des cellules, I’activation de MerTK et son clivage, et enfin la

disponibilité en récepteurs complets a la surface des cellules.

2. Materiels et méthodes
Réactifs et anticorps

Les protéines recombinantes de souris MerTK, Gas6, MFG-E8, ADAM9, ADAMIO et
ADAM17 proviennent de chez R & D Systems. La protéine recombinante de souris Protéine
S provient de chez MP Biomedicals. La protéine recombinante humaine HtrA1l provient de
chez Thermo Scientific. Les inhibiteurs GW280264X et GI254023X sont synthétiques et
proviennent de chez Glixx Laboratories.

Les anticorps utilisés pour les immunoblots (IB) et les marquages immunofluorescents
(IF) sont : actine (souris, Abcam ab3280, IB), ADAM?9 (lapin, Cell Signaling 2099, 1B, IF),
ADAMI10 (lapin, Abcam ab84595, 1B), ADAMIO (lapin, eBioscience 14-6211, IF),
ADAMI17 (lapin, Abcam ab2051, IB, IF), HtrA1l (lapin, Abcam ab65903, 1F), HtrA1 (lapin,
Millipore AB15852, IB), phospho-MerTK (lapin, Fabgennix PMKT-140AP, IB), et ZO-1 (rat,
eBioscience 14-9776, IF).
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Quantification de I’expression des génes des protéases

Les ARN ont été obtenus a partir d’yeux de souris dans les mémes conditions que
précédemment (Law et al., 2015) (Partie 1 des Résultats). Les qPCR, et leur analyse ont
¢galement été réalisées dans les mémes conditions. Voici la liste des amorces utilisées pour

les différentes protéases :

Nom du géne Amorce 5 Amorce 3’

HTRA1 TTGCGCTTATCAAGATTGACC TGGTGCTGACGATCCCAGT

ADAM9 ATGTGGAGCTGTTCATTGTTG AGTCCAACCAGCACAATTCG

ADAM10 GGAAGTACCAAATGACTGGAG | AGGTGATCTGTCTGGATATAGA

ADAM17 ATCTACAGTCTGCGACACAC CGCTGTACTCGCTTTCTTCT

Culture cellulaire

La lignée cellulaire de rat RPE-J est maintenue a 32°C et 5% de CO, comme décrit

précédemment (Law et al., 2015) (Partie 1 des Résultats).

Purification des segments externes des photorécepteurs

Nous avons récemment publié un article paru dans le Journal of Visualized
Experiments en décembre 2014 qui explique la méthode utilisée pour isoler les SEP a partir
d’yeux de porc (Parinot et al., 2014) (Annexe 2). Cet article s’accompagne d’une vidéo
expliquant les étapes cruciales de cette expérience.

Briévement, dans le noir sous lampe rouge, le globe oculaire est séparé en une partie
antérieure et une partie postérieure. Sur la partie postérieure, les rétines sont collectées dans
un tampon d’homogénéisation (20% sucrose, 20 mM Tris acétate pH 7.2, 2 mM MgCl,, 10
mM glucose, 5 mM taurine). Apreés la collection, la suspension de rétines est secouée
vigoureusement, pour séparer les différentes couches de cellules et casser le cil connecteur
des photorécepteurs, puis filtrée trois fois a travers de la gaze pour enlever les fragments de
tissus les plus épais. Cette suspension est ensuite chargée sur des gradients continus de
sucrose de 25% a 60% (tampon : 20 mM Tris acétate pH 7.2, 10 mM glucose et 5 mM
taurine) et ultracentrifugée a 25 000 rpm pendant 50 minutes a 4°C (Beckman rotor SW-32-
Ti). Les bandes oranges correspondantes aux SEP sont collectées et diluées dans 4-5 volumes
de tampon contenant 20 mM Tris acétate pH 7.2 et 5 mM taurine, suivie par une
centrifugation a 5 000 rpm pendant 10 minutes a 4°C (Beckman rotor JA25.50). Les culots

sont lavés dans du tampon contenant 10% de sucrose, 20 mM Tris acétate pH 7.2 et 5 mM
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taurine et centrifugés a 5 000 rpm pendant 10 minutes a 4°C avant d’étre resuspendus dans
10% de sucrose, 20 mM sodium phosphate pH 7.2 et 5 mM taurine pour étre de nouveau
centrifugés (mémes conditions). Les SEP purifiés sont resuspendus, comptés, aliquotés et
conservés a -80°C dans du DMEM contenant 2,5% de sucrose.

Pour obtenir des SEP marqués au FITC (fluorescein isothiocyanate) les SEP sont
resuspendus dans 10% de sucrose, 20 mM Tris acétate pH 7.2 et 5 mM taurine et incubés
avec 1 mg/mL de FITC pendant 1 heure 30 minutes a température ambiante sous rotation en
les protégeant de la lumiere. Les SEP marqués sont ensuite lavés et stockés comme décrit ci-

dessus.

Phagocytose avec les SEP

Les cellules sont incubées pendant 3 heures avec des SEP marqués ou non, environ 10
SEP par cellule d’EPR, apres qu’ils aient été resuspendus dans du DMEM. Les expériences
ont été réalisées dans les conditions décrites précédemment (Law et al., 2015) (Partie 1 des

Résultats).

Lyse des échantillons et immunoblots

L’isolation des protéines solubles et I’extraction des protéines, provenant des yeux de
souris et de lignées cellulaires, et les immunoblots de ces protéines ont été réalisés dans les

mémes conditions que précédemment (Law et al., 2015) (Partie 1 des Résultats).

Immunofluorescence

Pour réaliser les IF sur coupes de rétine, les globes oculaires retirés délicatement de
I’animal sont fixés durant 1 heure, la cornée est ensuite ouverte les globes sont de nouveau
fixés 3 heures avec un fixateur de Davidson (tampon : 3/9°™ d’éthanol a 95%, 1/9°™ d’acide
acétique glacial, 2/9°™ de solution de formaldéhyde & 37% et 3/9°™ d’eau distillé). Le
cristallin est disséqué du globe oculaire qui est de nouveau fixé pendant 2 heures. Le globe
oculaire est ensuite déshydraté par bains successifs d’éthanol et de substitut de xyléne (Ottix
Plus - Diapath) puis inclus dans de la paraffine. Les échantillons sont coupés a 8§ pum
d’¢épaisseur a 1’aide du microtome Microm HM 330 et déposés sur lame Superfrost Plus. Les
coupes sont ensuite déparaffinées avec de 1’Ottix Plus (Diapath) et réhydratées. Les coupes
sont incubées dans un tampon SSC 1X (standard saline citrate) contenant 5% d’H,O, et de la
formamide déionisée pendant 10 minutes sous lampe afin d’éliminer les pigments de

mélanine. Les sites non spécifiques des coupes sont bloqués avec une solution de BSA 10%
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(bovine serum albumine) en TBS 1X (tris buffered solution) pendant 30 minutes, puis
incubées avec les anticorps primaires sur la nuit. Les coupes sont lavées en TBS 1X + 10% de
BSA pour ¢éliminer les excédents d’anticorps primaires puis incubées avec les anticorps
secondaires et relavées. Les noyaux des cellules sont marqués au DAPI et les lames sont
montées avec du milieu Vectashield (Vector Laboratories). Les images fluorescentes ont été
acquises avec un microscope a ¢épifluorescence Leica DM6000b. Les images ont été
compilées avec Image J (version 2.0.0-rc-29/1.49s) puis traitées avec Adobe Photoshop CS6.
Pour les tests de phagocytose, les cellules sont incubées avec des SEP non marqués
pendant 3 heures puis lavées, marquées pour les protéines d’intérét et fixées comme décrit

précédemment (Law et al., 2015) (Partie 1 des Résultats).

Digestion de protéines recombinantes in vitro

Pour savoir si les protéases recombinantes sont capables de cliver MerTK in vitro, 10
ng/uL de protéines recombinantes MerTK de souris sont pré-incubées pendant 2 heures a 600
rpm a température ambiante, avec les protéines recombinantes Gas6, Protéine et MGF-E8
seules ou combinées a la concentration de 0,5 ng/puL. Le mélange est ensuite incubé pendant 3
heures a 37°C, en présence des protéases recombinantes ADAMY, 10, 17 a la concentration
de 20 ng/pL ou HtrAl a la concentration de 5 ng/uL. 1/5°™ de chaque réaction a été analysé

sur immunoblots.

Blocage de la fonction d’ADAM10 et d’ADAM17

Pour tester 1’effet du blocage ’ADAMI10 (par GI1254023X) et ’ADAMI10 et 17 (par
GW280264X) sur MerTK et la phagocytose, les cellules RPE-J sont lavées avec du DMEM et
pré-incubées pendant 1h30 avec un des inhibiteurs ou seulement du milieu. Les cellules sont
ensuite incubées avec les SEP marqués (test de phagocytose) ou non (IF) en présence des
différentes doses de GW et GI. Les doses utilisées sont 10 uM, 50 uM et 100 uM pour GW et
4,6 uM, 23 uM et 46 uM pour GI. Les doses de GI utilisées permettent d’obtenir la méme
efficacité¢ d’inhibition d’ADAMI10 que pour GW. Elles ont été calculées sur la base de leurs
ICsy respectives. L’ICsg de GW pour ADAMI10 est de 11,5 nM, et I'ICso de GI pour
ADAMI0 est de 5,3 nM. Le ratio entre les deux ICsq est de : 11,5/ 5,3 = 2,17. Les doses de
GW a utiliser ont été fixées puis celles de GI ont été calculées en fonction : dose GW /2,17 =
dose GI. Ainsi nous pouvons en déduire uniquement 1’effet de I’inhibition d’ADAM17 en
calculant le ratio entre les effets observés avec les deux inhibiteurs (GW/GI). Dans la

premicre série d’expériences, les milieux conditionnés des cellules ont été récupérés,
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concentrés et déposés sur des gels SDS-PAGE (Law et al., 2015) (Partie 1 des Résultats). Les
lysats cellulaires ont également été collectés et déposés sur gels. Dans la deuxiéme série
d’expériences un test de phagocytose est effectué, et ’intensité de fluorescence des SEP
marqués au FITC est quantifiée par un scanner de plaques et les données sont analysées
comme décrit précédemment (Law et al., 2015) (Partie 1 des Résultats). Dans une troisiéme
série d’expériences, aprés la phagocytose les protéines d’intérét sont marquées pour
immunofluorescence afin de pouvoir les observer au microscope confocal (Law et al., 2015)

(Partie 1 des Résultats).

3. Résultats

Nous avons d’abord vérifié que nos candidats pour le clivage de MerTK sont exprimés
dans I’ceil. Nous avons quantifié¢ le taux d’expression de leur géne par RT-PCR et de leur
protéine par immunoblot soit dans le globe oculaire complet, soit uniquement dans la rétine,
soit dans la partie la plus externe EPR/choroide. Tous les geénes des candidats sont bien
transcrits dans la rétine et I’EPR/choroide (Figure 15). Les protéines sont également présentes
dans ces deux tissus (Figure 15). L’immunoblot d’ADAM?9 montre deux bandes : celle a 110
kD correspond a la proforme et celle a 70 kD a la forme mature. L’immunoblot d’ADAM10
montre ¢galement deux bandes : la forme entiére migre a 70 kD tandis que la forme soluble,
provenant du clivage d’ADAMI10, se situe a 65 kD. Pour ADAM17, la bande a 80 kD
représente la forme mature et la bande a 50 kD est une bande non identifiée qui pourrait

correspondre a une forme soluble provenant du clivage de la forme mature.
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Expression des protéases candidates dans la rétine
HtrA1 ADAM9 ADAM10 ADAM17
FC C R FC C R FC C R FC C R
- Génes
110 | — 80 | ™ — —
70 [ Protéines
50 | - - 1 65 | - —
70 50 —

Figure 15 : Les protéases HtrA1, ADAMY, 10 et 17 sont exprimeées par la rétine et
I’EPR.

Le cristallin et la partie antérieure des yeux de souris ont été retirés du globe oculaire. La partie
postérieure restante est soit conservée telle quelle, nommée ici FC (full cup), soit la rétine (R) est
séparée de I’EPR/choroide (C pour cup). Résultats de la PCR effectuée pour chaque protéase.
L’ensemble des génes des protéases testées est exprimé par la rétine et par I’EPR/choroide (panneaux
du haut). Les immunoblots correspondants montrent des tailles diverses en kDa pour ces protéases
dans chacun de ces tissus, représentant les différentes formes des ADAM (panneaux du bas).

Comme nous 1’avons montré précédemment, le clivage de MerTK suit un rythme
circadien, avec une diminution juste avant le pic de phagocytose suivie d’une légere
augmentation au moment de ce pic. Il serait donc intéressant de savoir si certaines protéases
présentent un rythme circadien dans I’expression de leur géne et/ou dans leur expression
protéique. Nous avons donc analysé 1’expression de chaque candidat a 11 différentes heures
de la journée dans I’EPR/choroide et/ou dans la MIP. Afin d’affiner leur localisation
protéique dans la rétine, nous avons réalis¢ des marquages immunofluorescents sur des

coupes de rétine provenant d’animaux sacrifiés au moment du pic de phagocytose.

Sur les coupes de rétine, HtrAl est bien présente dans la zone des segments externes
des photorécepteurs ou se situe la MIP (marquage diffus) (Figure 16, A). Elle ne semble
toutefois pas colocaliser avec MerTK qui est exprimé dans les microvilli apicaux de I’EPR.
L’expression du geéne HtrAl varie au cours du cycle jour-nuit. Son expression augmente au
moment de I’arrivée de la lumicre (8 heures), puis elle diminue jusqu’a 12 heures pour
réaugmenter jusqu’a 22 heures (2 heures aprés 1’extinction de la lumiere) (Figure 16, B).
HtrA1l est une protéine sécrétée, nous avons donc quantifi¢é sur immunoblots la quantité de
protéines se trouvant dans la MIP. La quantit¢ de HtrAl dans la MIP augmente jusqu'au
moment du pic de phagocytose (10 heures), et est maximale a cette heure. Sa quantité

diminue ensuite pour rester stable jusqu’a minuit (Figure 16, C).
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Figure 16 : Analyse de I’expression de HtrAl dans la rétine de souris.
(A) Marquage immunofluorescent de MerTK (blanc, en haut a gauche ; vert, en bas) et de HtrAl

(blanc, en haut a droite ; rouge, en bas) sur des coupes de rétine de souris inclues en paraffine. HtrAl
est localisée dans la zone des segments externes des photorécepteurs incluant la MIP, tandis que
MerTK est localisé dans I’EPR. Analyse de I’expression du géne HtrAl (B) dans I’EPR/choroide par
gPCR et de la protéine HtrA1 (C) secrétée dans la MIP. Les animaux sont maintenus dans un rythme
12 heures de lumiére et 12 heures d’obscurité. La présence de la lumiére est représentée par la barre
horizontale (8 heures - 20 heures). L’heure du pic de phagocytose est représentée par une barre
verticale (10 heures) et 8 heures est choisi comme référence égale a 1. Moyenne + écart-type en unités
arbitraires, N=3-5 pour (B) et N=2-3 pour (C).

La protéine ADAMY est présente dans la zone des segments externes des
photorécepteurs ou se trouvent les longs microvilli de I’EPR, et ne semble pas colocaliser
avec MerTK (Figure 17, A). L’analyse de ’expression protéique d’ADAMY dans ’EPR
montre une variation au cours de la journée (Figure 17, B). Une augmentation de son
expression est observée juste avant ’arrivée de la lumicre et 1 heure aprés le pic de
phagocytose. Cependant nous devons compléter les analyses d’ADAMY dans la rétine pour
affiner au mieux son profil d’expression protéique. Nous n’avons pas encore analysé le profil

d’expression du géne ADAMY.
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Figure 17 : Analyse de I’expression d’ADAMY dans la rétine de souris.

(A) Marquage immunofluorescent de MerTK (blanc, en haut a gauche ; vert, en bas) et d’ADAM9
(blanc, en haut a droite ; rouge, en bas) sur des coupes de rétine de souris inclues en paraffine.
ADAMO est localisée dans la zone des segments externes des photorécepteurs, de la MIP et des longs
microvilli de ’EPR, tandis que MerTK est localisé dans I’EPR. (B) Immunoblot d’ADAM9 au cours
du cycle jour-nuit et analyse correspondante de son expression dans I’EPR/choroide de souris. N = 2-3
(Voir la figure 16 pour une légende complete).

Sur les coupes de rétine de souris, la protéine ADAMI10 est présente dans I’EPR et
dans la zone des microvilli, de la MIP et des segments externes des photorécepteurs (Figure
18, A). Elle semble colocaliser avec MerTK a certains endroits de la membrane plasmique de
I’EPR mais pas au niveau des microvilli courts. L’étude de I’expression du géne ADAMI10
dans I’EPR/choroide révéle deux pics (Figure 18, B). Un pic au moment de 1’arrivée de la
lumicre (8 heures) et le deuxiéme pic 2 heures apres I’extinction de la lumiere (22 heures).
Entre ces deux pics, son expression est faible, surtout au moment du pic de phagocytose (10
heures). L’expression protéique d’ADAMI10 dans I’EPR/choroide varie peu au cours du
temps. Toutefois son expression est plus élevée au moment de 1’arrivée de la lumiere et a

minuit, tandis qu’elle est plus faible au moment du pic de phagocytose (Figure 18, C).
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Figure 18 : Analyse de I’expression d’ADAM10 dans la rétine de souris.
(A) Marquage immunofluorescent de MerTK (blanc, en haut a gauche ; vert, en bas) et de ADAMI10
(blanc, en haut a droite ; rouge, en bas) sur des coupes de rétine de souris inclues en paraffine.
ADAMIO est localisée dans la zone des segments externes des photorécepteurs incluant la MIP et les
longs microvilli, et dans ’EPR autour du noyau. Analyse de I’expression du géne ADAM10 (B) par
gPCR et de la protéine ADAMI10 (C) dans ’EPR/choroide. N = 2-6 pour (B) et N = 2-3 pour (C) (Voir
la figure 16 pour une légende complete).

Dans la rétine ADAMI7 est présente au niveau des segments externes des
photorécepteurs, et plus précisément dans les microvilli courts de ’EPR (Figure 19, A). Sur
cette figure nous ne pouvons voir s’il y a une colocalisation exacte avec MerTK car son
marquage est trop faible sur cette série d’expérience. L’analyse de 1’expression du gene
ADAM17 dans ’EPR/choroide nous permet de décrire deux pics, un a 12 heures et un au
moment de I’extinction de la lumiére (20 heures) (Figure 19, B). L’analyse de 1’expression de
la protéine dans ce méme tissu montre plus de variation au cours de la journée. En effet nous
pouvons observer une augmentation de son expression au moment de I’arrivée de la lumiére

et du pic de phagocytose, et avant ces deux pics son expression est faible (Figure 19, C). Son

expression diminue ensuite jusqu’a 20 heures puis augmente de nouveau jusqu’a minuit.
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Figure 19 : Analyse de I’expression d’ADAM17 dans la rétine de souris.

(A) Marquage immunofluorescent de MerTK (blanc, en haut a gauche ; vert, en bas) et de ADAM17
(blanc, en haut a droite ; rouge, en bas) sur des coupes de rétine de souris inclues en paraffine.
ADAMI17 est localisée dans les microvilli courts de ’EPR au méme endroit que MerTK. Analyse de
I’expression du géne ADAM17 (B) par gPCR et de la protéine ADAM17 (C) dans I’EPR/choroide. N =
3-5 pour (B) et N = 3-8 pour (C) (Voir la figure 16 pour une légende compleéte).

La protéase impliquée dans le clivage de MerTK doit étre située au méme endroit que
MerTK au niveau de la membrane plasmique. Nous avons montré in vitro que la présence des
SEP augmente le clivage de MerTK dans les cellules RPE-J. Nous avons donc regardé la
localisation d’ADAM9, 10, 17 et HtrAl dans les cellules RPE-J aprés 3 heures de
phagocytose quand les quantités de sMerTK sont bien détectables (Law et al., 2015) (Figure
20). Ces protéases sont bien exprimées par les cellules RPE-J et semblent toutes présentes au
niveau des SEP. ADAMO et 10 colocalisent 1égerement avec MerTK au niveau des SEP.
ADAMI7 et HtrAl colocalisent fortement avec MerTK et les SEP. Mais contrairement a
HtrAl, ADAMI17 semble colocaliser avec MerTK a certains endroits de la membrane

plasmique de maniére intrinseque sans présence de SEP.
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Figure 20 : ADAMY, 10, 17 et HtrAl sont localisées au niveau des SEP au cours de la
phagocytose in vitro.

Les cellules RPE-J ont été incubées pendant 3 heures avec des SEP, puis marquées pour MerTK
(blanc, panneaux de gauche ; vert, 3™ série de panneaux en partant de la gauche), les protéases
candidates (blanc, 2°™ série de panneaux en partant de la gauche ; rouge, 3°™ série de panneaux en
partant de la gauche) et les SEP (blanc, panneaux de droite) comme indiqué. MerTK colocalise avec
les SEP pour permettre leur internalisation. ADAMY, 10, 17 et HtrAl sont également localisées au
niveau des SEP. ADAM17 et HtrA1 colocalisent plus fortement avec MerTK durant la phagocytose.
ADAMI17 colocalise avec MerTK en absence de SEP.

Apres avoir analysé 1’expression circadienne des protéases et leur localisation dans la
rétine durant la phagocytose in vitro, nous nous sommes intéressés a leur activité
protéolytique. Pour vérifier I’activité des protéases a la surface des cellules RPE-J, nous avons
utilisé un peptide de synthéese, le Fluorogenic Peptide Substrate III (FPS III) (R&D Systems).
Ce peptide, substrat d’ADAMO, 10 et 17, émet de la fluorescence lorsqu’il est clivé. Lorsque
les cellules RPE-J sont incubées en présence de ce substrat, une fluorescence est émise tres
rapidement démontrant que I'une au moins de ces trois protéases est fonctionnelle a leur

surface (données non montrées).
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Nous avons ensuite réalis€ des expériences de digestion in vitro de MerTK
recombinant avec les protéases recombinantes HtrAl, ADAMY, 10 et 17 afin de savoir si elles
sont capables de cliver MerTK (Figure 21). Nous avons validé les conditions des tests de
digestions in vitro avec les protéines recombinantes ADAMO, 10 et 17 grace au substrat FPS
III. Nous avons également montré que les protéines Gas6, Protéine S et MFG-E8 jouent un
role dans le clivage de MerTK. Gas6 et MFG-E8 stimulent son clivage tandis que Protéine S
I’inhibe. Afin de savoir si ces ligands ont une influence sur ce clivage in vitro, nous avons

pré-incubé MerTK avec ces ligands seuls ou combinés, puis nous avons ajouté les protéases.

A B
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C D
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= = . sMerTK

Figure 21 : Les ligands solubles jouent un role sur le clivage de MerTK par ADAMSY, 10
et 17 in vitro.

Immunoblots représentant MerTK apres pré-incubation avec les ligands Gas6 (G6), Protéine S (PS) et
MFG-E8 (MF) seuls ou combinés suivie d’une incubation avec les protéases HtrAl (A), ADAM9 (B),
ADAMI0 (C), et ADAM17 (D). ADAMDY, 10 et 17 sont capables de cliver MerTK in vitro tandis
qu’aucune bande n’est détectable a Ia taille attendue (sMerTK) avec HtrA 1. Gas6 stimule le clivage de
MerTK par ces 3 protéases tandis que Protéine S aurait tendance a 1’inhiber (voir G6 + PS < G6 seul).
De maniere surprenante, MFG-ES8, ligand de l'intégrine avf5, stimule le clivage de MerTK par
ADAMY, 10 et 17.

HtrA1l n’est pas capable de cliver MerTK in vitro dans des conditions ou un de ses

substrats, la beta-caséine, est clivée (donnée non montrée) (Figure 21, A). Les ligands n’ont
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aucune influence sur la capacité d’HtrA1 pour ce clivage. ADAMY, 10 et 17 sont capables de
cliver MerTK in vitro avec une efficacité supérieure pour ADAM17 (Figure 21, B, C et D).
Gas6 augmente le clivage de MerTK effectué par ADAMY, 10 et 17 tandis que Protéine S
I’inhibe. Lorsque ces deux protéines sont présentes le profil du clivage semble étre similaire a
celui avec Gas6 seul. De maniére inattendue MFG-ES, le ligand de I’intégrine avf5, stimule
le clivage réalis¢ par ADAMO et 10 et surtout celui effectué par ADAM17. La présence des
trois ligands augmente fortement le clivage de MerTK par ADAMI17, montrant un effet

cumulatif/synergistique.

Pour identifier plus précisément la protéase responsable du clivage de MerTK, nous
avons utilisé un inhibiteur spécifique d’ADAMI10, le GI254023X (GI) et un inhibiteur
d’ADAMI10 et 17, le GW280264X (GW). Leur ICsy (concentration a laquelle I’activité de la
protéase est a moiti¢ inhibée) pour ADAMI0 est différent. L’ICsy de GI pour ADAMI10 est de
5,3 nM et celui de GW est de 11,5 nM. Afin de pouvoir évaluer uniquement 1’effet de
I’inhibition d’ADAM17 lors de I’utilisation de GW, nous avons utilisé des concentrations de
GW et de GI possédant le méme ICsy pour ADAMI0 (10 uM de GW pour 4,6 uM de GI, 50
uM de GW pour 23 uM de GI et 100 uM de GW pour 46 uM de GI). Nous avons ensuite

réalisé le ratio entre les données obtenues pour GW et celles obtenues pour GI.

Pour connaitre 1’effet de I’inhibition d’ADAMI10 et d’ADAMI17 sur la capacité
phagocytaire des cellules RPE-J, nous avons réalisé une phagocytose de 3 heures en présence
de ces deux inhibiteurs. En présence de 50 uM et 100 uM de GW, la phagocytose totale, la
liaison et I’internalisation des SEP sont augmentées de manicre significative (Figure 22, A, B,
C). GI ne modifie ni la phagocytose totale ni I’internalisation, il semble toutefois avoir un
petit effet stimulateur sur la liaison des SEP pour des doses de 4,6 uM et 23 uM (Figure 22,
B). Le ratio de ’effet de GW sur I’effet de GI montre que I’inhibition d’ADAM]17 stimule de
manicre significative la capacité phagocytaire des cellules RPE-J sur les deux étapes de la

phagocytose, la liaison et I’internalisation (Figure 22, D, E, F).
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Figure 22 : L’inhibition d’ADAM17 augmente la capacité phagocytaire des cellules
RPE-J.

Quantification de la quantité relative de la capacité de phagocytose totale (A), de liaison (B) et
d’internalisation (C) des cellules RPE-J aprés 3 heures d’incubation avec des SEP en présence des
inhibiteurs GW et GI par rapport a la condition SEP seuls (/). Doses utilisées : 10, 50 et 100uM pour
GW ; 4,6, 23 et 46 uM pour GI. (D) (E) (F) Ratio de I’effet de GW sur I’effet de GI pour la
phagocytose totale (D), la liaison (E) et l’internalisation (F). Moyenne +/- écart-type, N=3-5. La
significativité a été mesurée avec un test t de Student en utilisant la condition SEP seuls (/) comme
référence ; **, P<0,01 ; ***, P<0,001 ; **** P<0,0001.

Nous avons quantifi¢ la quantité de sMerTK libéré par les cellules RPE-J dans les
mémes conditions, soit 3 heures de phagocytose en présence des deux inhibiteurs (Figure 23,
A). GI et GW diminuent tous deux la quantit¢ de sMerTK présent dans le milieu de culture
des cellules, cependant cette diminution est plus importante en présence de GW. Nous avons
aussi évalué par immunofluorescence la quantit¢ de MerTK complet présent a la surface des
cellules RPE-J par son marquage de surface (Figure 23, B et C). GW et GI augmentent la
quantité de MerTK complet présent a la surface des cellules par comparaison avec les cellules
n’ayant pas été incubées avec les inhibiteurs. Les doses de 50 uM de GW et de 23 uM de GI
ont le méme effet sur la disponibilité du récepteur, tandis que la dose de 100 uM de GW a un

effet plus important que la dose de 46 uM de GI (Figure 23, C).
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Figure 23 : L’inhibition d’ADAM10 et 17 augmente la disponibilité de MerTK a la
surface cellulaire.

(A) Immunoblot représentant la quantit¢ de sMerTK et quantification correspondante de sMerTK
dans les milieux de culture des cellules RPE-J suite a une phagocytose de 3 heures en fonction de la
dose en uM d’inhibiteurs GW et GI comme indiqué. La quantité de sMerTK diminue dans les milieux
des cellules RPE-J en présence de GW (doses utilisées : 50 uM et 100 uM) et de GI (doses utilisées :
23 uM et 46 pM) en comparaison avec le milieu de cellules n’ayant été incubées qu’avec les SEP (/).
N=1. (B) Marquage immunofluorescent montrant que la quantit¢é de MerTK, en vert, disponible a la
surface cellulaire des cellules RPE-J augmente en présence des inhibiteurs GW et GI. Les jonctions
serrées des cellules, marquées avec ZO-1, sont représentées en rouge et les noyaux, contre-colorés
avec du DAPI, en bleu. (C) Quantification de la quantité relative de MerTK a la surface cellulaire
correspondant au marquage (B) reportée a la condition SEP seuls (/). Moyenne +/- écart-type, N=2-3.
La significativité a été mesurée avec un test t de Student en utilisant la condition SEP seuls (/) comme
référence ; **, P<0,01 ; ***, P<0,001.
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Nous avons analysé 1’activation de MerTK par sa phosphorylation en présence des
inhibiteurs GW et GI (Figure 24). La quantité de MerTK phosphorylé diminue en présence de
GW et de GI quand elle est comparée avec les cellules incubées avec uniquement des SEP
(Figure 24, A, B). Cependant la diminution est plus importante en présence de GI. Le ratio de
la quantité de MerTK phosphorylé en présence de GW sur celle de MerTK phosphorylé en
présence de GI montre que I’inhibition d’ADAMI17 augmente la phosphorylation et donc
I’activation de MerTK (Figure 24, C).
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Figure 24 : L’inhibition d’ADAM17 augmente I’activation de MerTK.

(A) Immunoblots représentant les variations de la quantité de MerTK phosphorylé (P-MerTK) dans les
lysats de cellules RPE-J suite a une phagocytose de 3 heures en fonction de la dose en puM
d’inhibiteurs GW et GI. L’immunoblot de 1’actine montre que la méme quantité de protéines a été
déposée dans chaque puits. (B) Quantification correspondante a I’immunoblot de P-MerTK en (A)
reportée a la condition SEP seuls (/). Moyenne +/- écart-type, N=2-3. (C) Ratio de la quantité de P-
MerTK quantifiée sous I’effet de GW rapportée a celle quantifiée sous 1’effet de GI. La significativité
a été mesurée avec un test t de Student en utilisant la condition SEP seuls (/) comme référence ; *,
P<0,05 ; **, P<0,01 ; *** P<0,001.
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4. Discussion

Afin de caractériser la protéase impliquée dans le clivage de MerTK dans la rétine,
nous avons étudié plusieurs candidats choisis pour leur implication dans les pathologies
visuelles ou pour leurs caractéristiques fonctionnelles dans d’autres tissus : HtrAl, ADAMOY,
10 et 17. Dans la rétine, le clivage de MerTK étant rythmique, la/les protéase/s impliquée/s
dans ce clivage doit/doivent étre exprimée/s au méme endroit que MerTK et étre active au
bon moment. [’analyse de la localisation de nos candidats sur coupe de rétine montre que
HtrAl, ADAM9 et ADAMI0 sont exprimées dans la zone correspondant aux SEP et
microvilli longs de I’EPR, tandis qu’ADAM17 est présente au niveau des microvilli courts de
I’EPR, qui sont impliqués dans la phagocytose des SEP et qui sont enrichis en MerTK. Nous
avons analys¢ les profils d’expression au cours du rythme circadien des genes et des protéines

correspondants a nos candidats dans I’EPR/choroide.

L’expression du gene HtrAl diminue a I’arrivée de la lumicre jusqu’a 12 heures,
tandis que la quantité de protéine dans la MIP augmente entre I’arrivée de la lumicre et le pic
de phagocytose quand elle est maximale. Cette augmentation de la protéine HtrA 1 dans la
MIP au moment du pic de phagocytose pourrait montrer son implication dans la phagocytose
des SEP. En ce qui concerne ADAMY, nous devons encore acquérir des données
supplémentaires sur son profil d’expression protéique dans I’EPR/choroide. Toutefois, avec
nos données actuelles, nous pouvons observer une faible quantit¢ d’ADAM9 au moment du
pic de phagocytose, et une grande quantité juste aprés ce pic. ADAMI0, quant a lui, est
fortement exprimé avant le pic de phagocytose et 2 heures apres I’extinction de la lumiere. La
quantité de protéine ADAMI10 dans ’EPR/choroide varie peu autour du pic de phagocytose et
est faible a ce moment. ADAM17 est fortement exprimé a deux moments dans la journée : a
12 heures et au moment de I’extinction de la lumiere. Ce profil d’expression est presque
similaire a celui de la protéine dans I’EPR/choroide. En effet, la protéine ADAMI17 est
présente en grande quantité au moment de 1’arrivée de la lumicre, du pic de phagocytose et
vers minuit. Le profil d’expression de la protéine ADAM17 semble corréler avec le profil de
clivage de MerTK, faisant d’ADAM17 un bon candidat pour le clivage de MerTK (Law et al.,
2015). Nous avons également observé la localisation des candidats in vitro dans les cellules
RPE-J au cours de la phagocytose. Les récepteurs MerTK ont ét¢ marqués avant fixation des
cellules afin de détecter uniquement ceux présents a la surface cellulaire, tandis que les
protéases ont €té marquées apreés fixation. Etrangement HtrAl colocalise avec MerTK au

niveau des SEP, alors qu’elle est sécrétée. Il serait donc possible qu’HtrA1 reconnaisse des
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cibles a la surface des SEP ou de ’EPR impliquées dans le processus de phagocytose. Au
niveau des SEP, ADAMY et 10 colocalisent 1égérement avec MerTK, tandis qu’ADAM17
présente une forte colocalisation avec MerTK. De plus, ADAMI17 est la seule candidate qui
colocalise avec MerTK de maniére intrinséque a certains endroits de la membrane plasmique
sans présence des SEP. Ceci pourrait expliquer le clivage observé quand les cellules ne sont
soumises ni aux SEP ni aux ligands. Ainsi, ces données renforcent notre hypothése sur

I’implication d’ADAM17 dans le clivage de MerTK.

Afin d’analyser la capacité de ces protéases pour le clivage de MerTK, nous avons
réalisé des digestions in vitro de protéines recombinantes. ADAMY, 10 et 17 clivent bien
MerTK. HtrA1l est la seule a ne pas pouvoir cliver MerTK dans des conditions validées sur un
autre substrat. De plus, la présence des ligands Gas6, Protéine S et MFG-E8 semble moduler
la capacit¢ d’ADAMY, 10 et 17 a cliver MerTK. En effet, Gas6 et MFG-ES8 stimulent le
clivage de MerTK, tandis que Protéine S I’inhibe. Ces données confirment les résultats
obtenus précédemment et qui montrent un réle opposé entre Gas6 et Protéine S (Law et al.,

2015).

Afin de raffiner notre analyse des candidats, nous avons utilis¢ un inhibiteur sélectif
pour ADAMI0 et un autre qui inhibe ADAM10 et 17. L’inhibition d’ADAM10 ne semble pas
avoir d’effet sur la capacité phagocytaire des cellules RPE-J, malgré une diminution du
clivage de MerTK corrélée a une augmentation de la disponibilité du récepteur complet a la
surface des cellules. De plus, I’inhibition d’ADAM10 entraine une diminution de la quantité
de MerTK activé. L’inhibition d’ADAMI17 obtenue en calculant le ratio de I’effet de
I’inhibition ’ADAMI10 et 17 sur I’effet de I’inhibition d’ADAMI10, stimule 1’internalisation
et la liaison des SEP, diminue le clivage de MerTK et augmente la disponibilité du récepteur a

la surface des cellules et augmente également 1’activation de MerTK.

L’ensemble de nos données montre qu’ADAM17 est impliquée dans le clivage de
MerTK dans la rétine, de par la variation de son expression au cours du rythme circadien dans
la rétine, de sa localisation dans les microvilli de ’EPR, de sa capacité a cliver MerTK in
vitro et par les conséquences de son inhibition. Cependant, ADAMI17, comme c’est le cas
dans d’autres tissus, ne semble pas étre seule responsable de cette fonction régulatrice. En
effet, ADAMY et 10 sont capables de cliver MerTK in vitro, et malgré I’inhibition
d’ADAMI0 et 17, MerTK est toujours clivé. Des réponses plus précises pourront Etre
apportées par I’analyse du phénotype rétinien et de la phagocytose chez des souris pour

lesquelles une ou plusieurs de ces trois protéases auront €té inactivées.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

La phagocytose des SEP par I’EPR est essentielle pour maintenir la fonctionnalité et la
survie des photorécepteurs et donc la vision. Au niveau moléculaire, cette phagocytose est
similaire a celle effectuée par les macrophages pour éliminer les cellules apoptotiques.
Cependant, ’EPR est différent des macrophages car il est en contact permanent avec les SEP
et la phagocytose n’a lieu qu’a un moment précis de la journée —2 heures apres ’arrivée de la
lumiére—, tandis que les macrophages phagocytent les cellules apoptotiques dés qu’un contact
est établi. Ces deux types de cellules utilisent deux intégrines différentes pour établir la
liaison des particules a éliminer —intégrine av33 chez le macrophage et avfB5 chez I’EPR— et
MerTK comme récepteur permettant 1’internalisation. Dans la rétine ces deux récepteurs sont
essentiels car tout défaut fonctionnel de 1’un d’entre eux peut étre a I’origine de pathologies
visuelles plus ou moins précoces comme des dystrophies batonnets-cones ou la DMLA. Du
fait du rythme circadien de la phagocytose rétinienne et du contact permanent entre les SEP et
I’EPR, la machinerie de la phagocytose rétinienne doit étre finement régulée afin d’accomplir
la phagocytose au bon moment et de la limiter dans le temps. In vivo, MerTK est activé
intracellulairement par I’intégrine avpP5 et son ligand MFG-E8 afin de déclencher le pic

quotidien de la phagocytose (Nandrot et al., 2004; Nandrot et al., 2007).

Les mécanismes permettant de réguler 1’activit¢ de MerTK pour limiter la durée de
cette phagocytose et empécher I’internalisation d’une trop grande quantité de SEP dans ’EPR
¢taient encore inconnus. Au cours de mon Doctorat, je me suis donc intéressée aux
régulations extracellulaires de 1’activité de MerTK au cours de la phagocytose rétinienne en
¢tudiant particulierement le réle de ses deux ligands, Gas6 et Protéine S, et du clivage de son
ectodomaine en récepteur soluble (sMerTK). En effet, de nombreuses études réalisées sur les
macrophages ont montré 1I’importance de Protéine S et de sMerTK dans la clairance des
cellules apoptotiques (Anderson et al., 2003; Sather et al., 2007). Gas6 et Protéine S
permettent la dimérisation des récepteurs MerTK conduisant a leur autophosphorylation et
permettent ainsi 1’activation des voies de signalisation intracellulaires (Ling et al., 1996;
Sasaki et al., 2006). De plus, en 2012, la génération de souris double déficientes pour Protéine
S et Gas6 a montré pour la premicre fois leur nécessit¢ dans la phagocytose rétinienne
(Burstyn-Cohen et al., 2012). Une autre étude a quant a elle permis en 2011 d’identifier
ADAMI17 comme la principale protéase responsable du clivage de MerTK dans les

macrophages (Thorp et al., 2011).
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Durant mon Doctorat, j’ai pu mettre en évidence le clivage de MerTK dans la rétine in
vivo, libérant ainsi sMerTK dans la MIP de fagon rythmique (Law et al., 2015). Ce clivage,
qui augmente apres la fin du pic de phagocytose, pourrait limiter 1’activation des nouveaux
récepteurs MerTK qui sont synthétisés par I’EPR/choroide a 11 heures et 16 heures et ainsi
restreindre 1’activité phagocytaire des cellules de ’EPR en dehors du pic. Comme dans les
macrophages, nous avons montré que sMerTK peut servie d’appat et lier Gas6 et Protéine S in
vitro pour bloquer leurs activités (Law et al., 2015; Sather et al., 2007). Ce clivage entraine
¢galement une diminution de la disponibilité¢ des récepteurs complets a la surface cellulaire
réduisant ainsi I’activité phagocytaire de ces cellules in vitro. Nous ne savons pas si le clivage
s’effectue sur des récepteurs sous forme de diméres activés ou inactivés, ou encore sous
forme de monomeéres. Cependant, nous avons montré que, comme pour les macrophages, sans
stimulation par les SEP et sans les ligands Gas6, Protéine S ou MFG-ES8, les cellules RPE-J
liberent sMerTK dans le milieu de culture. Ceci suggere que le clivage est un phénomeéne
constitutif qui peut s’effectuer sur les monomeres de MerTK chez les macrophages et dans
I’EPR. Nous pensons que la protéine MerTK qui est li¢e aux SEP n’est pas soumise au
clivage car elle permet I’internalisation de ces SEP dans les cellules. Le sMerTK libéré
proviendrait plutdt des protéines présentent a la surface membranaire qui ne sont pas
réquisitionnées pour la phagocytose. Nous avons également montré que ce clivage peut étre
inhibé par TAPI-0 in vitro comme dans les macrophages (Sather et al., 2007). Cette inhibition
de clivage entraine une augmentation de la liaison des SEP a la surface des cellules. TAPI-0
inhibe de nombreuses protéases, incluant ADAMI17, la principale protéase responsable du
clivage de MerTK dans les macrophages. Dans le but d’identifier la/les protéase/s
responsable/s de ce clivage nous avons ¢étudi¢ plusieurs candidats choisis pour leur
implication dans les pathologies visuelles ou pour leurs caractéristiques fonctionnelles dans
d’autres tissus : HtrAl, ADAMY, 10 et 17. La protéase doit étre présente dans la rétine au
méme endroit que MerTK et étre fortement active au bon opportun, soit avant I’arrivée de la
lumicre, apres le pic de phagocytose, et entre 16 heures et 20 heures pour assurer le clivage

rythmique observé, et doit diminuer juste avant ce pic pour qu’il puisse exister.

Les nombreuses ¢tudes effectuées sur les protéases de la famille ADAM montrent une
complexité dans leur mode d’action en plus de leur forme transmembranaire active. Ainsi,
ADAM?Y posséde une isoforme qui peut étre sécrétée. ADAMI0 peut elle étre liée a son
prodomaine au niveau de la membrane, la rendant ainsi inactive, et peut également Etre

soumise a un clivage par ADAMY libérant son domaine catalytique toujours actif dans la
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matrice extracellulaire (Cissé et al., 2005; Hotoda et al., 2002; Moss et al., 2007). En ce qui
concerne ADAMI17 aucune forme sécrétée ou clivée n’a été identifiée jusqu’a présent, et
lorsqu’elle est présente a la surface des cellules elle semble étre active. L’¢tude de la
localisation de nos candidats dans les rétines de souris au moment du pic de phagocytose
montre que seule ADAMI17 est exprimée dans les microvilli courts de I’EPR, qui sont
enrichis en MerTK. Malheureusement les coupes présentées ne sont pas de qualité suffisante
pour permettre de voir une colocalisation parfaite d’ADAMI17 avec MerTK. Nous devons
¢galement effectuer ces mémes marquages a des heures différentes de la journée afin de
savoir si I’expression d’une de ces protéases varie et correle avec le profil de sMerTK détecté

dans la MIP.

Les profils d’expression protéique de protéases ¢étudiées dans 1I’EPR/choroide
présentent tous des variations au cours de la journée. Le profil correspondant le plus a celui
du clivage de MerTK est celui d’ADAM17. En effet, il y a une augmentation de la quantité de
protéines ADAM17 au moment de I’arrivée de la lumiére et du pic de phagocytose, heures
pour lesquelles le clivage de MerTK est légérement augmenté. Cependant la quantité
d’ADAMI17 a 20 heures est faible tandis que celle de sMerTK est ¢levée. ADAMO et 10
pouvant étre présentes sous forme active dans la MIP, il faudrait aussi prendre en compte la
quantité de ces deux protéases (données en cours d’obtention). L’analyse in vivo des profils
d’expression dans la rétine est un travail assez complexe avec de nombreuses variations entre
les individus. De plus en retirant la rétine de ’EPR, nous cassons les microvillosités de cet
EPR qui se retrouvent de ce fait c6té rétine. Etant donné la localisation de MerTK dans les
microvilli, il est possible qu’une partie des protéases se retrouve dans la rétine et ne puisse pas
étre quantifiée dans les lysats d’EPR/choroide. Toutefois, la séparation de ces deux tissus doit
étre rapide afin que les tissus soient disséqués a des heures précises. Nous ne pouvons donc
pas utiliser des enzymes de digestion de la matrice extracellulaire qui permettent une
séparation douce et spécifique de ces deux tissus et que nous utilisons dans d’autres types

d’expériences comme la purification d’EPR pour mise en culture primaire.

Nous avons également regardé in vitro si ces protéases colocalisent avec MerTK
durant la phagocytose. L’ensemble des candidats colocalise avec MerTK au niveau des SEP,
tandis que ADAM17 colocalise avec MerTK au niveau de la surface membranaire sans
stimulation des cellules, ce qui pourrait expliquer la production intrinseque de sMerTK.

ADAM17 est donc un bon candidat pour le clivage de MerTK dans les cellules RPE-J.
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Nous avons analysé la présence des protéases dans les lysats d’EPR/choroide
(ADAM) ou dans la MIP (HtrA1l) au cours du temps, cependant la présence de la protéine
n’indique pas son activité pour le clivage de MerTK. En effet dans les cellules, certaines
ADAM matures (sans prodomaine) sont retenues dans un compartiment intracellulaire proche
du noyau, comme c’est le cas pour ADAMI10, 15 et 17 (Dallas et al., 1999; Lum et al., 1998;
Schlondorff et al., 2000). De plus, comme nous 1’avons vu précédemment, ADAMI10 peut
étre présente a la surface membranaire et inactivée par la présence de son prodomaine. Il
serait intéressant de connaitre leur profil d’activité¢ au cours de la journée. De méme il serait
intéressant d’analyser 1’activité de ces protéases in vitro dans les cellules RPE-J au cours de la
phagocytose. Ainsi, nous avons démontré que les protéases exprimées a la surface des cellules
RPE-J sont actives par le clivage d’un peptide de synthése substrat d’ADAMO, 10 et 17. Pour
restreindre la liste des candidats impliqués dans le clivage de MerTK, nous avons d’abord
réalisé des digestions in vitro de protéines recombinantes afin de savoir si ces protéases
avaient la capacité de cliver MerTK. Nous avons pu montrer que HtrA1 ne clive pas MerTK
dans les conditions testées tandis que ADAMY, 10 et 17 en sont capables. Nous avons
¢galement utilisé des inhibiteurs pharmacologiques spécifique d’ADAMI10 ou d’ADAMI10 et
17. Les résultats obtenus montrent clairement qu’ADAMI17 est impliquée dans le clivage de
MerTK in vitro dans les cellules RPE-J. ADAMI10 semble elle aussi impliquée dans le clivage
de MerTK, cela sans modifier son activation et donc la capacité phagocytaire des cellules.
Cependant, avec ces inhibiteurs nous n’avons pas pu observer I’effet de I’inhibition seule
d’ADAM17. Nous ne pouvons donc pas affirmer une implication unique d’ADAM17 dans le
clivage de MerTK. Cette possibilité ne peut pas étre exclue car elle existe dans d’autres
systemes. En effet, chez les souris déficientes pour ADAML7, certains substrats de cette
protéase sont toujours clivés, démontrant un partage des substrats par les différentes ADAM
et surtout entre ADAMO, 10 et 17 (Hikita et al., 2009; Primakoff and Myles, 2000; Reddy et
al., 2000). Avec l’inhibition d’ADAMI10 et 17, nous observons toujours du clivage de
MerTK, suggérant soit I’implication d’une autre protéase comme ADAMSY, qui est aussi

capable de cliver MerTK in vitro, soit une inhibition non totale de ces deux protéases.

Afin d’identifier plus clairement la protéase responsable du clivage de MerTK, il serait
intéressant d’étudier ce clivage chez des souris déficientes pour ADAM17 ou ADAM10
uniquement dans ’EPR. Nous avons trés récemment développé une collaboration avec le
Professeur Duska Sidjanin du Medical College of Wisconsin (Milwaukee, Etats-Unis), qui

possede des souris conditionnelles déficientes pour ADAM17 dans la rétine, ’EPR et une
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partie du cerveau antérieur (enzyme Cre sous le controle du promoteur de Six3). A 4 mois, les
rétines de ces souris ne présentent pas de phénotype particulier comparées aux souris
controles. En effet, a cet age les souris possedent le méme nombre de noyaux sur toute
I’épaisseur de la rétine que les souris sauvages, confirmant une absence de dégénérescence
rétinienne (données obtenues au laboratoire). De plus, les électrorétinogrammes (ERG)
réalisés sur ces mémes souris ne montrent pas de défaut fonctionnel des photorécepteurs
(données fournies par le Pr Sidjanin). Cependant, certains phénotypes visuels peuvent se
développer tardivement comme chez les souris intégrine ,85'/' pour lesquelles le rythme de
phagocytose est absent et dont la perte progressive de la fonctionnalité des photorécepteurs
n’a lieu qu’a partir de 1’age de 6 mois (Nandrot et al., 2004). Notre hypothése est qu’une
modification du profil de clivage de MerTK altérerait le rythme de phagocytose. Nous devons
donc laisser vieillir les souris afin d’analyser a nouveau le phénotype de la rétine. Il est
¢galement possible que ces souris ne développent pas de phénotype rétinien, ce qui pourrait
étre dii a une compensation de clivage par les autres ADAM si ADAMI17 est bien la protéase
responsable en majorité de ce clivage. Auquel cas il serait intéressant de générer des animaux

pour lesquels plusieurs ADAM sont inactivées dans la rétine.

Nous avons également une collaboration avec 1’équipe du Prof Ira Tabas, de Columbia
University (New York, Etats-Unis), dont 1’équipe a identifi¢ la protéase ADAMI17 comme
responsable du clivage de MerTK dans les macrophages et a caractérisé le site de clivage au
niveau de la proline 485 et de la sérine 486 (Thorp et al., 2011). IIs ont créé¢ une lignée de
souris mutées au niveau de ce site de clivage sur MerTK empéchant ainsi la libération de
sMerTK dans la matrice extracellulaire. Les souris étant générées depuis peu de temps, nous
n’avons pas encore eu acces aux animaux mais le « Material and Transfer Agreement » est en
place entre nos deux laboratoires. Il sera en effet intéressant de savoir si le rythme de la
phagocytose est affecté et si ’absence de clivage de MerTK dans la rétine conduit a des
pathologies rétiniennes. Nous pourrons également comparer ces deux lignées de souris,
déficientes pour ADAMI17 et déficientes pour le clivage de MerTK, afin d’observer si elles
développent le méme phénotype. Ces souris pourraient €galement confirmer le role de
sMerTK que nous avons identifié in vitro dans les cellules RPE-J, pour la phagocytose

rétinienne in Vivo.
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Au cours de mon Doctorat j’ai également étudié la régulation de I’activité de MerTK
par ses deux ligands Gas6 et Protéine S. Nous avons montré que les ligands MFG-ES, Gas6 et
Protéine S modulent la phagocytose des SEP et le clivage de MerTK par les cellules RPE-J.
Comme attendu, MFG-E8, ligand de D’intégrine avf5, stimule fortement la capacité
phagocytaire des cellules RPE-J. De maniére surprenante, et contrairement aux macrophages,
les deux ligands de MerTK présentent entre eux des roles opposés, moins prononcés que celui
de MFG-ES. En effet, Gas6 diminue la phagocytose des SEP —notamment 1’internalisation— et
stimule le clivage de MerTK, tandis que Protéine S stimule cette phagocytose et diminue le
clivage de MerTK (Law et al., 2015). Nous avons également étudié¢ le profil d’expression de
ces trois ligands dans la rétine. L’analyse du profil d’expression de MFG-E8 dans la MIP
montre une augmentation au moment de I’arrivée de la lumiére et du pic de phagocytose.
Cette augmentation dans la MIP pourrait permettre de déclencher le pic de phagocytose en
liant D’intégrine avf5, pour activer MerTK (Nandrot et al., 2004; Nandrot et al., 2007).
L’augmentation de la quantité Protéine S dans la MIP au moment du pic de phagocytose
pourrait potentialiser 1’activation de MerTK. La quantité de Gas6 est faible dans la MIP juste
avant le pic de phagocytose et augmente jusqu’a 11 heures ce qui pourrait inhiber la
phagocytose avant et apres ce pic. Ainsi, nos données in vivo tendent a confirmer nos données
in vitro sur les réles distincts de Gas6 et Protéine S dans la phagocytose. De plus, lors des
expériences de digestions in vitro de MerTK par les protéases candidates ADAMO, 10 et 17,
Gas6 et Protéine S modulent ce clivage. En effet, la pré-incubation de MerTK avec Gas6
stimule le clivage tandis que la pré-incubation avec Protéine S I’inhibe. Ces données
renforcent donc nos résultats précédents. Nous pensons que Gas6 pourrait avoir un effet
inhibiteur constant sur MerTK et qu’au moment du pic de phagocytose, Protéine S, dont la
quantité augmente ponctuellement dans la MIP, pourrait lier MerTK malgré la présence de
Gas6. Ceci suggére une compétition potentielle entre les deux ligands. Des études ont montré
que MerTK est le récepteur TAM possédant la plus faible affinité pour Gas6 (Chen et al.,
1997; Nagata et al., 1996). Il est donc possible que MerTK ait une affinit¢ plus importante
pour Protéine S que pour Gas6 ce qui favoriserait I’échange entre les deux ligands au moment
du pic de phagocytose. Une autre possibilité serait li¢e a la steechiométrie de chaque ligand en
fonction des heures de la journée. Nous avons donc quantifié¢ les quantités de chaque ligand
présent dans la MIP par des ELISA. Les données sur la quantité de Gas6 dans la MIP doivent
étre complétées afin d’obtenir un profil similaire a celui provenant des données des
immunoblots. En ce qui concerne Protéine S, malgré 1’utilisation de plusieurs kits ELISA,

nous n’avons pu trouver un kit suffisamment spécifique pour la Protéine S de souris. Nous
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avons également pré-incubé MerTK avec MFG-E8 avant I’incubation avec les protéases
ADAMO, 10 ou 17, ce qui a fortement augmenté le clivage de MerTK. Nous ne nous
attendions pas a un effet de MFG-ES8 dans le clivage in vitro de la protéine recombinante
MerTK par une autre protéine recombinante (ADAM). En effet, il n’a jamais été montré que

MFG-ES8 peut lier MerTK ou des membres de la famille ADAM.

Une étude effectuée sur le récepteur Axl, de la méme famille que MerTK, a montré
I’existence de deux sites de liaison pour les ligands, un site majeur et un site mineur (Sasaki et
al., 2006). La structure de ces deux récepteurs étant trés proche, nous avons posé 1’hypothése
que MerTK pourrait présenter ces mémes sites de liaison aux ligands. Nous avons voulu
savoir si les deux ligands utilisent le méme site de fixation sur MerTK ou s’il y a un site de
liaison pour chaque ligand. Nos résultats d’expérience de mutagenese suggerent que Gas6 et
Protéine S se fixeraient sur des acides aminés différents du site majeur. La liaison de Gas6
avec MerTK pourrait modifier la structure tridimensionnelle du récepteur et rendre accessible
le site de clivage de MerTK pour la protéase tandis que la liaison de MerTK avec Protéine S
pourrait bloquer ce site de clivage. A I’inverse, il est également possible que 1’activation de
MerTK par I’intégrine av5 provoque un changement de conformation rendant MerTK moins
affin pour Gas6 et plus pour Protéine S. La présence de sMerTK dans les milieux de culture
des cellules RPE-J sans stimulation préalable, nous améne a penser que le clivage de MerTK
peut s’effectuer sur les monomeéres et serait un mécanisme général qui limite 1’action de
MerTK méme sans stimulation. Cependant, la présence de Gas6 augmentant la quantité de
sMerTK, ce clivage semble pouvoir s’effectuer sur des dimeéres de MerTK actifs. La question
suivante se pose alors: les récepteurs dimérisés qui ne possedent plus leur domaines
extracellulaires sont-ils toujours activés ? Une étude a analysé les conséquences du clivage
d’Ax] sur la fonctionnalité¢ de ce récepteur (O’Bryan et al., 1995). Lorsqu’AxI est clivé la
partie membranaire restante est toujours phosphorylée, et pourrait ainsi toujours activer des
voies de signalisation intracellulaires. Cependant, le temps de demi-vie de ce récepteur est
nettement diminué par rapport a celui du récepteur complet, indiquant que le clivage d’Axl
permet d’inhiber sa fonction. Une des approches pour caractériser leur devenir serait de suivre

des récepteurs MerTK marqués avec un tag fluorescent par vidéomicroscopie.

L’effet de Gas6 et de Protéine S sur la capacité phagocytaire des cellules est beaucoup
moins prononcé que 1’effet de MFG-E8. Nous pensons que ces deux ligands permettent de
controler précisément la capacité phagocytaire des cellules en régulant la quantité de MerTK

disponible et activable a la surface des cellules. Cette hypothése pourrait expliquer 1’absence
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de phénotype visuel chez les souris déficientes pour un seul de ces ligands, alors que les
souris double déficientes pour Gas6 et Protéine S dans la rétine développent le méme
phénotype que les rats RCS et les souris Mer* (Burstyn-Cohen et al., 2012). En effet, MerTK,
comme tous les récepteurs TAM, fonctionne sous forme de dimeére. La dimérisation des
récepteurs s’effectue en présence de leurs ligands et permet 1’autophosphorylation de résidus
tyrosines du domaine tyrosine kinase et 1’activation potentielle des voies de signalisation
(Ling et al., 1996; Sasaki et al., 2006). Cependant les ligands seuls ne permettent pas une
activation maximale des récepteurs. En effet, d’autres facteurs entrent en jeu tels que la
liaison des ligands aux PtdSer et la présence de calcium dans la matrice extracellulaire (Lew
et al., 2014). L’absence d’un des ligands ne bloque pas la dimérisation alors que I’absence des
deux empéche cette dimérisation, provoquant un phénotype équivalent a celui obtenu en
I’absence de récepteur puisqu’il ne peut pas étre activé. Ceci suggere que la variation des ions

calcium dans la MIP pourrait aussi jouer un role dans le contréle de la phagocytose rétinienne.

En conclusion, mes travaux de Doctorat mettent en évidence de nouveaux mécanismes
de régulation de I’activit¢ de MerTK dans la phagocytose des SEP par ’EPR, qui jusqu’a
présent avait surtout été étudiés chez les macrophages (Figure 25). Bien que la machinerie
phagocytaire utilisée par les macrophages pour éliminer les cellules apoptotiques soit
similaire a celle utilisée par I’EPR pour phagocyter les SEP, nous avons démontré pour la
premicre fois que certains mécanismes de régulation de ces processus sont différents. Ces
différences sont liées au contact permanent entre les SEP et ’EPR et a la nécessité de
maintenir le rythme circadien de la phagocytose rétinienne. Ainsi, comme chez les
macrophages, MerTK est clivé, libérant dans la MIP son ectodomaine. Dans la rétine in vivo,
ce clivage varie au cours de la journée suivant un rythme circadien. Nous avons montré
qu’ADAMI17 pourrait étre impliquée dans ce clivage tout comme c’est le cas chez les
macrophages. Chez les macrophages, Gas6 et Protéine S stimulent de la méme fagon leur
activité phagocytaire, alors que chez les cellules RPE-J, Gas6 diminue 1’activité phagocytaire
et Protéine S la stimule. Nous avons également montré I’implication opposée de ces deux

ligands sur le clivage de MerTK, ce qui n’a jamais ¢été étudié chez le macrophage.
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Figure 25 : Les acteurs de la phagocytose rétinienne apres mes travaux de Doctorat.

Schéma représentant les récepteurs impliqués dans la phagocytose rétinienne et leurs voies de
signalisation. Les récepteurs et voies de signalisation déja connus apparaissent en gris (pour plus de
détails voir la Figure 10). La contribution de mes travaux de Doctorat sur la compréhension de la
régulation de cette phagocytose rétinienne apparait en couleur. Ainsi MerTK est clivé a la surface
cellulaire par ADAM17, 10 et peut-étre une autre protéase, libérant dans la MIP son ectodomaine
sMerTK. sMerTK peut lier les ligands Gas6 et Protéine S afin d’inhiber leur action [Modifié d’apres
van der Meer, 2014].

Les résultats de mes recherches nous permettent de mieux appréhender la complexité
du fonctionnement de la phagocytose rétinienne et ouvrent de nouvelles perspectives pour la
compréhension de 1’activation des récepteurs TAM impliqués dans de nombreuses fonctions

biologiques.

Les récepteurs TAM remplissent deux fonctions biologiques majeures : la clairance
des cellules apoptotiques et la régulation négative des réponses inflammatoires (Lemke and
Burstyn-Cohen, 2010). La clairance des cellules apoptotiques intervient pour réguler
I’homéostasie tissulaire et peut é&tre médiée par des cellules phagocytaire non
professionnelles, comme I’EPR qui réalise la phagocytose des SEP, les cellules souches
neuronales de la zone subventriculaire du cerveau qui réalisent la phagocytose de certains

neuroblastes nouvellement produits, et les cellules de Sertoli qui assurent I’élimination des
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cellules spermatogéniques générées lors de la spermatogenéese (Ginisty et al., 2015; Lu et al.,
1999). Les récepteurs TAM sont ¢galement impliqués dans la réduction de I’inflammation
lors de la clairance des cellules apoptotiques mais aussi lors de la présence d’agents

pathogénes (Lu and Lemke, 2001; Scott et al., 2001).

Les récepteurs TAM sont activés grace a leurs ligands Gas6 et Protéine S. L’étude du
mode de liaison de ces deux ligands sur MerTK, ainsi que les acides aminés impliqués
pourraient permettre de mieux comprendre leurs rdles sur I’activité de MerTK et en parallele
sur les autres membres de la famille Tyro3 et Axl. En effet le role de Gas6 dans 1’activation
des récepteurs TAM est trés peu étudié par rapport a Protéine S, comme dans la clairance des
cellules apoptotiques par les macrophages, processus pour lequel le role potentiel de Gas6 est
encore a identifier. Nous avons montré pour la premiére fois que ces deux ligands pourraient
avoir un réle différent sur MerTK, non pas sur 1’activité de ce récepteur mais sur son clivage,
permettant ainsi de réguler son activité (Law et al., 2015). Dans le plasma, la concentration de
Gas6 est beaucoup moins importante que celle de Protéine S et il est entierement li¢ a sAxl,
suggérant que Gasb6 est ainsi inhibé et incapable de lier et d’activer MerTK ou Tyro3 (Ekman
et al., 2010). Cependant, comme nous 1’avons montré certaines cellules comme I’EPR ou les
photorécepteurs produisent elle-méme les ligands dont elles ont besoin, engendrant des
concentrations locales spécifiques pour certaines fonctions. Les souris déficientes soit pour
Gas6 soit pour Protéine S ne développent pas de phénotype rétinien comme c’est le cas en
I’absence de MerTK ou de tous les récepteurs TAM, montrant que la perte d’un des ligands
est compensée par 1’autre (Burstyn-Cohen et al., 2012; Prasad et al., 2006). Ces données
suggerent que Gas6 n’est pas essentiel a des récepteurs TAM, et que la perte de Gas6 peut
étre compensée par Protéine S qui permet la formation de diméres et 1’activation des

récepteurs.

Récemment la recherche clinique s’est particulierement intéressée a la signalisation
aberrante des récepteurs TAM dans le développement de tumeurs. En effet, des inhibiteurs de
I’activité tyrosine kinases des récepteurs TAM et de nombreux anticorps inhibant la liaison
des récepteurs TAM a leurs ligands sont en cours de développement dans la thérapie de
certains cancers, comme les mélanomes cutanés a métastases, le cancer du poumon non a
petites cellules et le cancer du sein (Lew et al., 2014; Schlegel et al., 2013; Ye et al., 2010).
Ces stratégies sont également utilisées pour lutter contre certaines infections virales. En effet,
la capside de certains virus, comme le virus Ebola, le virus de la dengue, le virus de la vaccine

et le virus respiratoire syncytial, expose des PtdSer qui sont reconnus par les récepteurs TAM,
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permettant ainsi au virus de se répliquer et de diminuer 1’inflammation (Amara and Mercer,
2015; Shibata et al., 2014). Pour le développement de nouvelles molécules thérapeutiques, la

caractérisation de la liaison de Gas6 et de Protéine S sur les récepteurs TAM est essentielle.

La fonction des récepteurs TAM est également régulée par le clivage de leur domaine
extracellulaire, au moins pour MerTK et Axl. Une quantité ¢levée de sAxl dans le sang est
considérée comme un marqueur dans de nombreuses et diverses pathologies humaines,
comme I’anévrisme au niveau de [’aorte, des infections pulmonaires, la prééclampsie et
I’obésité (Lew et al., 2014). Le lupus érythémateux systémique est une pathologie chronique
auto-immune caractérisée par une augmentation de la production de sMerTK (Wu et al.,
2011). Cette augmentation engendre des défauts dans la clairance des cellules apoptotiques
qui sont surement a 1’origine de la synthése d’auto-anticorps. Les données obtenues au cours
de mon Doctorat sur le clivage de MerTK dans I’EPR montrent qu’ADAM17 semble étre la
protéase principale impliquée dans la libération de sMerTK. Chez les macrophages,
ADAM17 est également impliquée dans le clivage de MerTK suite & une stimulation au LPS
(Thorp et al., 2011). Cependant, malgré I’inhibition d’ADAMI17 dans ces deux tissus, le
clivage de MerTK n’est pas compleétement aboli, démontrant I’implication d’autres protéases.
En effet, les protéines ADAM présentent un mécanisme d’action complexe qui peut varier en
fonction de la stimulation cellulaire et du type de cellules. De plus, lors de la perte d’une
ADAM, son action peut étre compensée par une autre ADAM. Ainsi, la/des protéase/s
responsable/s du clivage de MerTK représente/nt une/des cible/s thérapeutique/s potentielle/s

pour lutter contre cette pathologie.

Chez ’'Homme, des mutations de MERTK sont impliquées dans des dégénérescences
rétiniennes. Plusieurs approches de thérapie génique ont été testées dans les rétines de
rongeurs via des adénovirus, des AAV ou des lentivirus (Deng et al., 2012; Tschernutter et al.,
2005; Vollrath et al., 2001). Les photorécepteurs sont préservés et la fonction rétinienne
persiste au-dela de 12 mois aprés 1’injection. En 2011, la phase I d’un essai clinique a été
initiée en Arabie Saoudite sur 6 patients atteints de dégénérescence rétinienne dues a des

mutations de MERTK (clinicaltrials.gov; NCT01482195).
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Chapter 35
A Comprehensive Review of Mutations
in the MERTK Proto-Oncogene

Célia Parinot and Emeline F. Nandrot

Abstract Phagocytosis and elimination of shed aged photoreceptor outer seg-
ments (POS) by retinal pigment epithelial cells is crucial for photoreceptor func-
tion and survival. Genetic studies on the a natural animal model of recessive
retinal degeneration allowed the identification of MerTK, the gene encoding
the surface receptor required for POS internalization. Following this discovery,
screenings of DNA samples from patients have revealed that MERTK muta-
tions cause retinal degenerations in humans. MERTK patients present some
of the classical symptoms of retinitis pigmentosa, but it is atypical in that the
disease develops very early during childhood and the macula is also involved
early on. Therefore, the phenotype ought to be qualified as a rod-cone dystro-
phy. Recently, MERTK has been implicated in various types of cancers and scle-
rosis. This review identifies the different MERTK mutations known so far and
describes associated pathologies.

Keywords MerTK - Phagocytosis - Retinal pigment epithelium - RCS rat -
Mutations - Rod-cone dystrophies - Retinitis pigmentosa - Photoreceptor death -
Proto-oncogene - Cancer

35.1 Introduction

Photoreceptors (PRs) constantly renew them the photosensitive disks contained in
their outer segments (POS) to counteract the permanent light stress affecting them.
POS aged extremities are daily shed and phagocytosed by cells from the retinal pig-
ment epithelium (RPE) (Young and Bok 1969). With a maximum activity 2 h after
light onset (LaVail 1976), this process is mainly achieved by two membrane recep-
tors: owvP5-integrin allows POS binding (Finnemann et al. 1997) and initiates the
rhythm of POS clearance (Nandrot et al. 2004) while MerTK is necessary for POS
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engulfment (D’Cruz et al. 2000; Nandrot et al. 2000; Feng et al. 2003). This review
focuses on the MERTK pathological implications in various tissues.

35.2 The MerTK Receptor

35.2.1 ATyrosine Kinase Receptor

MERTK, located on chromosome 2q14.1 (Weier et al. 1999), is expressed in several
hematopoietic (macrophages), epithelial (RPE) and reproductive tissues (Linger
et al. 2008). Its 19 exons encode a 999-amino acid transmembrane receptor (Gra-
ham et al. 1994) ranging from 160-205 kDa depending on glycosylation levels.
MerTK is constituted of two immunoglobulin (IgG)-like 1 and 2 fibronectin type I11
(FnllI) extracellular domains, and of an intracellular tyrosine kinase domain includ-
ing the KWIAIES sequence specific to the TAM family of receptors. MerTK binds
two main extracellular ligands, Gas6 (Nagata et al. 1996) and Protein S (Hall et al.
2005), leading to MerTK dimerization, tyrosine autophosphorylations and intracel-
lular signaling (Ling et al. 1996). In macrophages, MerTK mediates the phagocytic
clearance of apoptotic cells (Scott et al. 2001).

35.2.2 Role v RPE Cells

The Royal College of Surgeons (RCS) rat is a natural animal model which RPE
cells are unable to phagocytose shed POS (Bok and Hall 1971). Consequently, de-
bris accumulate causing complete vision loss and PR cell death by 3 months of age
(Dowling and Sidman 1962). In 2000, two groups characterized a large genomic
deletion in the second exon of MerTK leading to a missing protein (D’Cruz et al.
2000; Nandrot et al. 2000).

Invivo, the alphavbeta5 integrin-Mfg-E8 couple rhythmically signals for MerTK
phosphorylation at peak phagocytosis time (Nandrot et al. 2004, 2007). In addition,
both MerTK ligands are required as double knockout mice present a phenotype
similar to RCS rats (Burstyn-Cohen et al. 2012).

35.3 * MerTK Mutations and Associated Diseases

35.3.1 Retinal Degenerations

With an autosomal recessive transmission, MERTK mutations (Table 35.1) have
been mostly identified in consanguineous families native from Spain (Brea-Fernan-
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Table 35.1 MERTK mutations listed in order respective to their protein domain location. Nucleo-
tide/protein changes and corresponding references are detailed. (Italics cancer-related reference)

Protein domain Mutation Protein defect References

Signal peptide c.61+1G>A aberrant protein Mackay et al. (2010)
intron 1 splicing

Ig-likel #1-FnlIl #1 | exons 1-7 deletion aberrant protein Ostergaard et al.

(2011)

Ig-likel #2 c.718G>T p.Glu240X Shahzadi et al. (2010)
exon 4

Fnlll #2 exon 8 deletion aberrant protein Mackay et al. (2010)

Intracellular—below | IVS10-2A>G aberrant protein Gal et al. (2000)

membrane intron 10 splicing

Tyrosine kinase c.1951C>T p.Arg651Xx Gal et al. (2000)
exon 14 Mackay et al. (2010)
€.2070delAGGAC aberrant protein Gal et al. (2000)
exon 15

exon 15 deletion

p.Gly654AlafsX41

Siemiatkowska et al.
(2011)

c.2164C>T p.Arg722X McHenry et al. (2004)
exon 16
c.2180G>A p.Arg727GlIn Coppieters et al.
exon 16 (2014)
€.2189+1G>T p.His694ValfsX4 Ebermann et al.
exon 16 splicing (2007)
Charbel Issa et al.
(2009)

IVS16+1G>T aberrant protein (Brea-Fernandez et al.
intron 16 splicing 2008)
€.2214delT p.Cys738TrpfsX31 Tschernutter et al.
exon 17 (2006)
€.2323C>T p.Arg775Xx Ksantini et al. (2012)
exon 17
€.2487-2A>G aberrant protein Siemiatkowska et al.
exon 19 splicing (2011)

C-terminal ¢.2530C>T p-Arg844Cys McHenry et al. (2004)
exon 19
c.2593C>T p-Arg865Trp McHenry et al. (2004)
exon 19 Hucthagowder et al.

(2012)

dez et al. 2008), Morocco (Charbel Issa et al. 2009; Ksantini et al. 2012), the Middle
East (Tschernutter et al. 2006; Mackay et al. 2010; Coppieters et al. 2014), Pakistan
(Tschernutter et al. 2006; Shahzadi et al. 2010), Asia (Tada et al. 2006; Siemiat-
kowska etal. 2011) and the Faroe Islands (Ostergaard et al. 2011).

Primarily described as retinitis pigmentosa (RP) (Gal et al. 2000), patient phe-
notypes are atypical. RP, a slow degeneration targeting rods, manifests progres-
sively as night blindness, reduced visual fields, retinal vasculature attenuation,
optic disc pallor, bone spicule pigments and deposits in the macula. MERTK pa-
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tient symptoms are severe, often arise during the first decade of life and worsen
quickly with an early macular atrophy. Moreover, some patients show an autofluo-
rescent macula, sign of imperfect POS elimination (Tschernutter et al. 2006). Thus
it seems more appropriate to designate MERTK-related pathologies as rod-cone
dystrophies.

35.3.2 Other pathologies

First identified as a proto-oncogene (Graham et al. 1994), MerTK carries a trans-
forming potential on cultured cells (Lierman et al. 2009). Logically, MERTK is in-
volved in various types of cancer: upregulated in a large spectrum of malignant cells
including leukemia, lymphoma (Linger et al. 2008) and colorectal cancer (Watanabe
et al. 2011), its expression is associated with poor prognosis in gastric cancer (Lin-
ger et al. 2008). Somatic variants exist in melanoma (p.Pro802Ser) (Tworkoski et al.
2013), multiple myeloma (p.Thr6901le, p.Glu823Gln; Table 35.1) (Hucthagowder
et al. 2012), renal cancer and carcinoma (p.Ala446Gly, p.Ala708Ser) (Greenman
et al. 2007). In addition, MerTK expression increases in various sclerotic lesions
(Weinger et al. 2009; Hurtado et al. 2011).

35.3.3 Other Variants

Non-pathogenic MERTK variants p.Arg20Ser, p.Aspl18Ser, p.Ala282Thr,
p-Arg293His, p.Arg466Lys, p.Asp498Ser, p.Ile518Val and p.Val870Ile have been
described (Gal et al. 2000; McHenry et al. 2004; Tada et al. 2006; Tschernutter et al.
2006). Present at similar frequencies in retinal dystrophy and unaffected individu-
als they are enriched as somatic mutations in cancers (Greenman et al. 2007; Huc-
thagowder et al. 2012). The pathological implication of some heterozygous mis-
sense substitutions present in both patients and their unaffected parents is not clear
(p.Glu540Lys, p.Ser661Cys, p.11e871Thr) (Gal et al. 2000). Yet, heterozygous mu-
tations in Leber Congenital Amaurosis cases seem to co-segregate with other gene
defects (p.Phe214Val, p.Pro958Leu) (Li et al. 2011). Taken together, these data sug-
gest that some variants might be pathogenic in combination with other factors.

35.4 ~ Perspectives

MERTK is now considered as a good target for the treatment of certain cancers
(Linger et al. 2013a, 2013b; Schlegel et al. 2013). Various gene therapy approaches
have been tested in rodent retinae using adenoviruses (Vollrath et al. 2001), AAVs
(Smith et al. 2003; Deng et al. 2012; Conlon et al., 2013) or lentiviruses (Tschernut-
ter et al. 2005). Preservation of PRs and retinal function can persist up to 12 months
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post-injection (Tschernutter et al. 2005; Deng et al. 2012). In August 2011, the first
phase I clinical trial has been launched in Saudi Arabia on 6 MERTK patients (clini-
caltrials.gov; NCT01482195) after validation of the vector (Conlon et al. 2013).
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Analysis of one of the vital functions of retinal pigment epithelial (RPE) cells, the phagocytosis of spent aged distal fragments of photoreceptor
outer segments (POS) can be performed in vitro. Photoreceptor outer segments with stacks of membranous discs containing the
phototransduction machinery are continuously renewed in the retina. Spent POS are eliminated daily by RPE cells. Rodent, porcine/bovine

and human RPE cells recognize POS from various species in a similar manner. To facilitate performing large series of experiments with

little variability, a large stock of POS can be isolated from porcine eyes and stored frozen in aliquots. This protocol takes advantage of the
characteristic of photopigments that display an orange color when kept in the dark. Under dim red light, retinae are collected in a buffer from
opened eyecups cut in halves. The retinal cell suspension is homogenized, filtered and loaded onto a continuous sucrose gradient. After
centrifugation, POS are located in a discrete band in the upper part of the gradient that has a characteristic orange color. POS are then
collected, spun, resuspended sequentially in wash buffers, counted and aliquoted. POS obtained this way can be used for phagocytosis assays
and analysis of protein activation, localization or interaction at various times after POS challenge. Alternatively, POS can be labeled with
fluorophores, e.g., FITC, before aliquoting for subsequent fluorescence quantification of POS binding or engulfment. Other possible applications
include the use of modified POS or POS challenge combined with stress conditions to study the effect of oxidative stress or aging on RPE cells.

Video Link

The video component of this article can be found at http://www.jove.com/video/52100/

Introduction

In the retina, vision is triggered by isomerization of photosensitive molecules called opsins, before being transformed into a signal that can be
transmitted between neurons up to the visual areas in the brain. These molecules are embedded in stacks of membranous disks resembling
pancakes that constitute the outer segment portions of photoreceptor cells (PRs). Being subjected to constant exposure to light and therefore
considerable levels of oxidative stress, PRs continuously renew their outer segments to limit potential oxidative damage. Photoreceptor outer
segments are in close contact with apical microvilli of the neighboring retinal pigment epithelial (RPE) cells. RPE cells constitute the outer part
of the blood-retinal barrier and ensure numerous tasks that are crucial for photoreceptors health and function1, such as quenching light rays
via melanin pigments, re-isomerization of the photoreactive opsin component retinal, providing nutrients and growth factors, participating in PR
metabolite disposal.

In addition, RPE cells eliminate spent POS and recycle their components, a daily occupation that is regulated by the circadian rhythm in
mammalian retina®>. The clearance of shed POS is absolutely necessary for PR survival. When it is completely abrogated, POS debris
accumulate and PRs degenerate causing rapid vision loss*®. If the rhythmic profile is lost and replaced by a constant activity, PR and RPE
defects accumulate with agee. Therefore, it is very important to characterize the molecular regulation of RPE phagocytosis in vitro in order

to understand phenotypes linked to its dysfunction. Interestingly, the molecular machinery in RPE cells is very similar to the one used by
macrophages to clear apoptotic cells and both are dependent on recognition of exposed phosphatidylserine on phagocytic debris”®. still, RPE
cells and macrophages regulate phagocytosis differently, as macrophages opt for immediate elimination of apoptotic cells at encounter time
while RPE cells rhythmically engulf POS only once a day despite their permanent contact with outer segments. This suggests specific regulation
mechanisms that are not yet fully understood.

Many of the molecules implicated in the RPE phagocytic machinery have been identified or validated thanks to the use of isolated POS and
cell culture phagocytosis assa(}/s. The alphavbeta5 integrin receptor located at the RPE apical cell surface, in coordination with its ligand MFG-
ES8, binds specifically to POS' '12, which are then internalized via the MerTK tyrosine kinase receptor13'15. The CD36 scavenger receptor
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has been shown to participate in POS intake and influence its speed16’17, and might serve as a sensor of oxidized phospholipids at the POS

surface'®. Internalization needs the recruitment of F-actin cytoskeleton-associated proteins such as annexin 2" myosin 1% and myosin VIIA
Native or oxidized POS in vitro are also utilized to understand aging phenotypes of RPE cells in vivo linked to accumulation of poorly digested
oxidized POS®?8, The generation of RPE cells derived from stem cells has initiated a new application for isolated POS that are used to prove
functionality of cells before they are transplanted to animals or patientszg’ao'27

21,22

First described by Molday and colleagues in 1987°", the protocol for isolation of bovine POS combines an ultracentrifugation step of retinal
homogenates on continuous sucrose gradients with observation of the characteristic orange appearance of unbleached retinal photopigment
(carrying 11-cis retinal). In the past 10 years, due to precautions taken in order to minimize risk of mad cow disease, use of porcine eyes has
become increasingly prominent. The protocol described here shows how to obtain large amounts of POS from porcine or bovine eyes that can
be aliquoted and stored for extended periods of time. This eliminates the need to prepare POS from rodent eyes, which requires using a large
number of animals per POS preparation and assay32'33'21’22. In addition, details about POS labeling before storage using fluorescent molecules
are given, to quantifa/ and visualize POS in a simplified and comparable manner for some applications compared to labeling POS after the
phagocytosis assay 210, Therefore, these large stocks allow for reproducibility and ease of use in many different types of experiments.

This POS isolation experiment is time consuming and may require up to 12 hr to complete if POS are labeled before storage. The protocol has
been adapted from a paper published by R.S. Molday and colleagues in 1987°! and modified by S.C. Finnemann and colleagues in 19970,

Animals were handled according to the Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) Statement for the Use of Animals in
Ophthalmic and Vision Research. Protocols were reviewed and approved by the Charles Darwin Ethics Committee from University Pierre and
Marie Curie-Paris 06 and the Fordham University Institutional Animal Care and Use Committee.

1. General Set Up

1. Obtain 80 fresh pig or cow eyes as fresh as soon after slaughtering as possible and keep them chilled in the dark. Provide instructions to the
provider so the company proceeds the same way. This protocol is optimized for 80 eyes. To proceed with more eyes and get bigger stocks
(e.g.,, from 160 eyes), double the solution quantities and perform 2 rounds of ultracentrifugation; pool samples later at the collection step (see
step 2.2.2).

2. Set up on the bench the red safelight lamp, absorbent pads, wipes (Materials table). Prepare 15 cm dishes and biohazard bags for waste
collection (unused eye parts, vitreous...). Wear tight-fitting labcoat, gloves, sleeve protectors and goggles.

3. Precautions:

1. Pre-chill all solutions then keep them cold during all steps. Keep eyes and gradients chilled on ice as much as possible.
2. Keep eyes and derived tissues in the dark as much as possible until the collection step after the ultracentrifugation to avoid
photobleaching of visual pigments and loss of the orange-pink color of the active form of the photopigments.

2. Protocol Actions

1. Prepare solutions and gradients:
1. Thaw taurine stock completely using a 37 °C water bath.
2. Prepare all solutions from stock solutions (Table 1, Stock solutions) and mix thoroughly the sucrose with other ingredients using a
magnetic stirrer for each solution.
1. Prepare 15 ml of the homogenization solution to a final concentration of 20% sucrose, 20 mM tris acetate pH7.2, 2 mM MgCl,
10 mM glucose and 5 mM taurine.
2. Prepare the 25% sucrose solution to a final concentration of 25% sucrose (using 70% sucrose stock), 20 mM tris acetate pH 7.2,
10 mM glucose and 5 mM taurine.
3. Prepare the 60% sucrose solution to a final concentration of 60% sucrose (using sucrose powder), 20 mM tris acetate pH7.2, 10
mM glucose and 5 mM taurine.
4. Prepare the Wash 1 solution to a final concentration of 20 mM tris acetate pH 7.2 and 5 mM taurine.
5. Prepare the Wash 2 solution to a final concentration of 10% sucrose, 20 mM ftris acetate pH 7.2 and 5 mM taurine.
6. Prepare the Wash 3 solution to a final concentration of 10% sucrose, 20 mM sodium phosphate pH 7.2 and 5 mM taurine.

3. Steady the gradient maker on a magnetic stirrer and insert a stir bar in the chamber closest to the exit where the 60% solution will be
inserted. Use a cut-off P200 pipet tip placed at the exit of the tubing to achieve proper casting speed.

4. Cast linear gradients delicately by diluting and stirring the 60% sucrose solution with the 25% one using 12 ml from each solution (i.e.,
total 6 tubes for 80 eyes) in pre-chilled ultracentrifuge tubes. Stir the gradually-diluting 60% sucrose solution well. Steady the speed of
gradient flow, pouring the solution smoothly and not too fast.

NOTE: In order to get a continuous, linear gradient, keep the pipet tip opening right at the surface of the solution for the entire gradient
formation.

5. Let the gradients sit on ice for around 1 hr for stabilization. Keep the gradients chilled until loaded. Do not shake the tubes to prevent
disruption of the gradient.

2. Tissue collection:
1. Collect tissues under dim red light. Take an eye into one hand and poke the front with edge of razor blade while holding the eye away
(to avoid splashing; Figure 1). Use the razor blade to cut the anterior eyeball into 2 halves (cornea plus at least 5 mm into the sclera).
Remove the lens and flip the eyecup inside out so that it can be held over the tip of one finger thus exposing the retina.
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2. Using the razor blade at an angle, gently scrape the retina, detaching easily and appearing as a pinkish layer, off the tapetum surface
and cut at the optic nerve head (Figure 1). Collect all retinas in 2 x 50 ml tubes each containing 15 ml of homogenization solution on
ice.

3. Retina homogenization:

1. Shake the suspension vigorously by hand for 2 min in order to disrupt the different cell layers, break POS off the rest of the PR
cell, fragment POS and homogenize the retina suspension.

2. Filter 3x through a double-layer of clean gauze to remove large tissue fragments and collect the flow-through in clean 50 ml
tubes (Figure 1). The retinal suspension being quite thick, to maximize the yield, gently press on the gauze to release remaining
fragmented tissues after each filtration.

3. Photoreceptor outer segment fragment (POS) isolation:

1. Gently lay the crude retina prep, around 6 - 7 ml per tube, over 6 x 30 ml ultracentrifuge tubes each containing 24 ml of fresh chilled
continuous 25 - 60% sucrose gradient (Figure 1). Balance the opposing tubes as appropriate for the rotor to be used. Ultracentrifuge at
106,000 x g for 50 min at 4 °C.

2. Remove most of the solution above the orange-pink band in the upper third of gradient by aspiration (Figure 2A). Collect the orange-
pink band with a cut-off P1000 tip into a beaker. Discard the rest after neutralizing using bleach (biological waste).

3. Dilute with ~4 - 5 volumes of ice-cold Wash 1 solution. Separate into as many 30 ml tubes as needed. Centrifuge at 3,000 x g for 10
min at 4 °C. Carefully discard the supernatant.

4. Resuspend pellets in 10 ml Wash 2 solution and spin at 3,000 x g for 10 min as detailed above. Resuspend pellets in 15 ml Wash
3 and spin again at 3,000 x g for 10 min. Combine suspensions from several pellets to reduce the number of tubes needed before
centrifugation in Wash 2 and Wash 3 solutions.

4. POS aliquoting without labeling:

1. Resuspend POS in 10 - 20 ml DMEM. Predilute 10 pl in 490 yl DMEM (1:50) and count elongated as well as whirled POS in a cell
counting chamber (Figure 2B). Calculate yield and concentration in POS particles per mL.

NOTE: The yield varies, depending mostly on the age and strain of pigs/cows and size of the eyes, e.g., a good preparation ranges
from 5 - 8 x 10° POS from 80 pig eyes.

2. Decide on the final DMEM volume (typically 10 - 20 ml) and add sucrose to yield a final concentration of 2.5% sucrose.

3. Prepare aliquots of the desired size, e.g., 5 x 10’ POS per tube for a 2 ml resuspension volume for a 96-well experiment at 40 pl/well.
Spin 1 aliquot for 5 min at 2,300 x g at RT and evaluate pellet size. Prepare various aliquot sizes for different application volumes as
POS should NOT be frozen and thawed twice.

4. Freeze POS aliquots at -80 °C until further use.

NOTE: Aliquots are stable for many months. In our hands, unlabeled or labeled POS can be stored for at least one year.

5. POS labeling and aliquoting:
NOTE: We typically use FITC to label POS for quantification of phagocytosis assays, but other dyes may be used as well depending on
needs.

1. Resuspend 1 10 mg FITC vial at a 2.5 mg/ml concentration in 0.1 M Na carbonate buffer pH 9.5 by mixing 2.6 ml 0.1 M NaHCO3; pH
8.4 with 1.4 ml 0.1 M Na,CO; pH 11.5 (Table 2, Stock solutions). Rotate for 1 hr at RT while protecting from light and spin for 5 min at
maximum speed to pellet non-resuspended FITC solids.

2. Resuspend the POS pellet in 10 ml of Wash 3 solution (or DMEM) and add 2 ml of FITC solution for 80 eyes. Store leftover FITC
frozen at -80 °C. Rotate for at least 1.5 hr at RT. Protect from light using aluminum foil.

3. Wash labeled POS twice using Wash 3 solution as described in section 2.3.4, then once or twice in DMEM until almost no free FITC
is seen in the supernatant fraction. Resuspend POS in DMEM and proceed as for unlabeled POS for counting and aliquoting (section
24).

6. Using POS in experiments:
1. Thaw POS at RT, and keep them in the dark as much as possible if they are fluorescently-labeled. Spin for 5 min at 2,300 x g at RT.
Aspirate the supernatant.
2. Immediately resuspend in appropriate volume of assay solution as dictated by the experiment. In case of different times of POS
challenge, store resuspended POS at RT in the dark between time-points for several hours.

Representative Results

The combination of the linear sucrose gradient and the ultracentrifugation allows the separation of the different components of the retinal
suspension by density. Heavy larger retinal debris and RPE cells sink to or near the bottom of the gradient (Figure 2A). Lighter POS and lighter
individual cells or cell debris from the retina migrate as separate bands to reach the top half of the gradient by the end of the centrifugation
period. By keeping the eyes and the samples in the dark until after the centrifugation step, the band containing POS can be immediately
recognized by its bright orange color. The width and intensity of this band depends on gradient quality and tube height (89 mm height is
preferred). Typically, when isolated properly POS should appear elongated, straight or bent when observed on a microscope slide (Figure 2B).
Depending on the focus plane on the microscope, they can appear either dark or shiny. If not resuspended properly, they will stay in clumps. If
they are damaged (see paragraph below), they will appear as much smaller pieces, a little like a ‘dusty’ background.

Problems that can arise are mostly related to three issues. The first possible issue is that the shaking step of the retinal homogenates is not
vigorous enough, which leads to POS remaining attached to PRs thus to decreased yield. The second possible issue is linked to poor gradient
casting or gradient quality loss to insufficient stabilization time before loading or excessive tube shaking at any step before the collection. In
this case, the bands cannot be properly distinguished and POS cannot be collected in the corresponding tube. Finally, the third potential issue
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arises if the pH of any of the solutions is wrong: POS membranes may disintegrate and only small POS debris appears on the microscope when
visualizing them for yield assessment.

Purified POS can be used for a number of different applications related to studying the phagocytic function of RPE cells. RPE cells are usually
used as cell lines or in primary culture from animal models 326121821 More recently, RPE cells derived from reprogrammed stem cells like
iPSC or ESC have been used??%#"* |solated POS serve to test directly the phagocytic ability of mutant RPE cells; e.g., POS are readily
phagocytosed by primary RPE cells from wild-type mice, whereas cells from betab integrin and MFG-E8 knockout mice phagocytose less POS
in the same amount of time®'2, Quantification of POS phagocytosis can be done either bg/ counting FITC-labeled POS manually on microscope
pictures6 (Figure 3A), using equipment capable of reading fluorescence intensity1°’24'15'3 or §7ﬂ3%\£v7cytometer after cell trypsinization36'27. More

recently, POS intake and degradation has been evaluated on immunoblots probed for opsins

In vivo, the POS uptake process occurs sequentially as recognition/binding precedes synchronized internalization®. The different phases of
uptake can also distinguished in vitro by using appropriate experimental procedures3 . Pulse-chase experiments can be performed using
temperature switch: POS binding occurs at 20 °C while internalization needs a temperature of 37 °C to proceed32’40‘7. This distinction also

exists in macrophages, which can recognize POS as well and in which the molecular machinery to eliminate apoptotic cells is very similar to the
RPE's machinery7. After FITC-POS phagocytosis, binding and internalization can be quantified in separate samples by quenching the FITC-
fluorescence of surface-bound POS during pre-incubation with trypan blue before fixing the cells™. In trypan blue-treated cells, only internal POS
will be visualized, and bound POS can be quantified by subtracting internal POS from total POS fluorescence counts. When phagocytosis is
evaluated on immunoblots obtained using lysates collected after POS challenge, an equivalent treatment with EDTA before lysis will allow the
detachment of POS bound at the cell surface for internal versus total POS phagocytosis comparison37’38.

Tremendous advances have been made in the identification of the phagocytic machiner&l thanks to experiments employing purified POS. Protein
recruitment can be assessed by immunofluorescence co-localization assays13'15’19'21’37' 1SFigure 333' Protein recruitment or activation can be
validated on immunoblots after immunoprecipitation or by checking for phosphorylation7'1 121517.19.2 ’27'35’37'41§Figure 3C). More open-ended
studies on overall gene expression changes after different times of POS challenge have also been performed*.

Isolated POS can also be used to study POS elimination by RPE cells. Indeed, during normal aging and/or when POS are not digested properly,
POS degradation products accumulate gradually as lipofuscin deposits and can lead to pathologies due to oxidation mechanisms®*?’. Hence,
understanding the effects of light and related oxidative damage may require POS challenge of RPE cells'®%, Finally, repeated feeding with
normal®” or oxidized®>?® POS can be used to induce cumulative effects in RPE cells in culture in order to understand pathological mechanisms
that develop in vivo over longer periods of time.

flatten
harvest flip
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§ — 8
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load

x3 —> J

Figure 1. Retina isolation from porcine eyes. Drawing showing the different steps of the eye dissection in order to collect and homogenize
the retina before the ultracentrifugation step on continuous sucrose gradients, starting top left. A 60 mm wide blade is used to cut the eye
sequentially on one side and then the other in order to be able to stretch it inside-out on a finger tip, thus exposing the retina. Next, the retina is
collected by scrapping it from the tapetum with the blade. Pooled retinae are then shaken thoroughly in homogenization buffer, filtered 3 times
through double layers of gauze and delicately poured on top of the linear 25 - 60% sucrose gradient.
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A

Figure 2. POS purification from porcine eyes. (A) Photograph of the various layers observed on a 25 - 60% sucrose gradient after
ultracentrifugation of retina homogenates. The orange band corresponds to POS to be collected. The white upper band corresponds to non-POS
related materials, as well as larger debris migrating near or at the bottom of the tube. (B) Picture of isolated POS as observed on a bright field
microscope on a counting cell for yield assessment. POS exist in elongated (a, a’, ¢, d) and whirled (a, a’, b, b’, d) forms. Some elongated POS
can display a coiled extremity (c). When changing the plane of focus, POS appearance shifts from shiny to dark (compare a and a’, b and b’).
Panel e illustrates POS that have not been resuspended properly and reside in clumps. Panel f shows POS that have been damaged and are not
usable, only small pieces are detectable. Scale 10 um. Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 3. Analysis of RPE phagocytosis using purified POS. (A) Confocal microscope picture and corresponding quantification of the
number of phagosomes per cell with time showing that FITC-labeled POS (green) have been less phagocytosed by RPE primary cells isolated
from betab integrin knockout ([35'/') compared to wild-type (wt or B5+/+) control mice as indicated. Nuclei (red) were labeled using DAPI and
cell junctions (blue) using the tight junction marker ZO-1. Scale bars 10 um. Reproduced from ©Nandrot et al., 2004, originally published

in The Journal of Experimental Medicine 200(12):1539-1545. (B) Confocal microscope pictures showing co-localization (yellow-magenta,
bottom right panel) between 35-GFP fusion proteins (green, top left panel), surface av35 integrin receptors (red, top right panel) and POS
(blue, bottom left panel). Scale bar 10 um. Reproduced from Nandrot et al., 2012, originally published in Biology of the Cell 104(6):326-341,
©Portland Press Limited. (C) Immunoblots (WB) and corresponding quantification (quantif.) showing that POS challenge (POS) increases
phosphorylation of FAK on the Tyr397 residue when compared without treatment (/) or challenged with medium alone (m) in control cells (c)
while cells expressing an inactivated form of FAK (F) do not react, as indicated. Reproduced from Finnemann, 2003, originally published in
EMBO Journal 22(16):4143-4154. Please click here to view a larger version of this figure.

Stock solution Storage temperature
70% sucrose 4°C

100 mM glucose 4°C

1 M MgCl, RT

0.5 M taurine -20 °C

200 mM tris acetate pH 7.2 RT

200 mM sodium phosphate pH 7.2 RT

0.1 M NaHCO; pH 8.4 RT

0.1 M Na,CO3 pH 11.5 RT

Table 1. Recipes of stock solutions and associated storage temperatures.

Three steps or conditions are crucial for an optimized purification: quality of gradient casting and delicate gradient tubes manipulation, keeping
tissues chilled and in the dark until the collection step, strength of shaking of retinal homogenates to obtain proper POS isolation from the rest
of the PR cell. If some issues arise in seeing the orange band properly, they are most likely due to one of the three reasons above (see also
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the second paragraph of the Results sectiong. Some modification of certain conditions is possible, like the use of a 27 - 50% sucrose gradient
concentration®? or of Optiprep step gradients 321,

Some caution needs to be taken regarding aliquots for experiments as POS should not be frozen and thawed twice. Therefore, it is useful to
prepare various sizes for different application volumes.

POS pre-labeling should be used with caution. Covalent labeling generates very highly fluorescent POS that make co-localization studies
difficult. Moreover, pre-labeling followed by freeze-thaw may not maintain POS surface characteristics and alter POS immunogenicity. Hence, for
co-localization assays it is advisable to store unlabeled POS and label them after thaw immediately before using them for an experiment1°’13'15’32.
Preparing large-scale POS stocks is economical: a one-day preparation yields reliable experimental material for numerous experiments.
Moreover, using rodent retinas to prepare POS for the same number of assays would require very large numbers of animals. Like synthetic
particles like beads, a frozen stock of POS will provide a highly consistent tool to test directly the phagocytic ability of RPE cells. Unlike synthetic
beads targeting other particle ingestion mechanism such as endocytosis not reacted to POS phagocytosis43'44, POS isolated using our protocol
are physiologically-relevant phagocytic particles: (1) Isolated POS expose phosphatidylserines, a critical “eat me” signal recognized by the

RPE’s phagocytic machinery; (2) POS can be efficiently digested by RPE cells after uptake and they thus allow studying all phases of RPE
phagocytosis. A possible drawback to the use of porcine or bovine POS could be any species difference between POS as most cell culture
phagocytosis assays do not use porcine RPE cells. For instance, the overall cone to rod ratio varies between species — from approximately

2 - 3% in rodents to 5% in humans and 20% in pigs — and cones are concentrated in the macular region in humans. However, current data

on the phagocytic machinery show that POS particles are recognized by RPE cell receptors due to their ability to bind soluble ligands, such

as the integrin Ii1gand MFG-E8%'? and MerTK ligands Gas6 and Protein S%. These ligand proteins bind to phosphatidylserines regardless of
species7'9' 1223133 1yt may bridge to RPE receptors in a species-specific manner. Potential pitfalls from using porcine/bovine POS for RPE
uptake assays can just be avoided by supplementing soluble ligands during assays that are tailored to the origin of the RPE to be used.

More recently, generation of RPE cells derived from reprogrammed stem cells like ES cells or iPS have instigated a renewed interest for isolated
POS??9%03 These RPE cells may be derived from healthy donors or from patients carrying specific mutant genes. They can either be explored
functionally to characterize the precise cellular phenotgfic effect of the mutations present, or they require to be validated for their phagocytic
function before potential transplantation therapiesZ7’30' . These new approaches open a new demand for POS purified on a large scale, as RPE
phagocytosis constitutes one of RPE cell main functions and reproducible tests are recommended for reliable comparison between sets of cells.
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