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L. Etude bibliographique

1. Introduction

Le systéme immunitaire permet la protection de notre organisme contre tous les types d’agression. En effet, il
permet de lutter aussi bien contre des organismes pathogénes que des molécules toxiques ou des cellules
cancéreuses. On distingue deux parties: le systeme immunitaire inné et le systéme immunitaire adaptatif
(Figure 1).

-Le systéeme immunitaire inné est la premiére ligne de défense pour combattre une invasion de micro-
organisme. |l agit rapidement sans spécificité et de maniére répétée jusqu'a résolution de I'agression. En plus
des différentes barrieres physiques de protection comme la peau et les muqueuses, au sein de I'organisme les
cellules immunitaires telles que les macrophages et les cellules dendritiques, sont capables de phagocyter et
de détruire ces pathogénes. Différents récepteurs, appelés récepteurs de reconnaissance de pathogenes (PRR,
Pattern-Recognition Receptor) sont utilisés par les cellules du systeme immunitaire inné pour reconnaitre les
pathogenes. Les principaux récepteurs connus font partie de la famille des TLR (Toll-Like Receptor). Cette
reconnaissance entraine une variété de réponses cellulaires comme l'induction de la phagocytose, la
production de chimiokines et de cytokines. Cette activation du systéme immunitaire inné entraine également
I'initiation du systeme immunitaire adaptatif (Figure 1).

-Le systeme immunitaire adaptatif intervient en parallele du systéme immunitaire inné. C'est une réponse
immunitaire plus longue qui se met en place au bout de 4 a 7 jours suivant I'infection, et qui est spécifique du
pathogéne. Il existe une mémoire du systeme immunitaire adaptatif, permettant de répondre plus rapidement
en cas de réinfection. Deux types de cellules sont impliqués, les lymphocytes B et T. Les lymphocytes B
participent a la réponse immunitaire humorale produisant des anticorps dirigés spécifiquement contre les
antigénes du pathogene. Les lymphocytes T sont impliqués dans la réponse immunitaire adaptative dite
cellulaire. lls se différencient en lymphocytes T cytotoxiques qui lysent les cellules infectées, et en lymphocytes
T auxiliaires capables d’amplifier les réactions d’élimination du pathogene. Ces lymphocytes T auxiliaires
produisent également des molécules, les cytokines, participant a la régulation de I'ensemble du systeme
immunitaire (Figure 1).

Le systeme immunitaire peut étre activé par des molécules endogenes, (molécules du soi) ou exogénes
(molécules du non-soi). Des molécules endogénes peuvent étre produites suite a un traumatisme (coups,
déchirure musculaire, fracture, ...), elles conduisent a une réponse dite stérile du systéme immunitaire. Des
molécules du non-soi provenant d’infections bactériennes ou virales sont a l'origine de la production de
composés exogenes capables eux aussi d’activer le systéme immunitaire. Ces deux réponses peuvent étre
complémentaires. En effet, aussi bien les cellules infectées que les cellules immunitaires liberent différents
types de molécules, telles que des molécules d’adhésion, des enzymes, des alarmines et des cytokines
capables d’activer le systéme immunitaire. De plus, les cellules présentatrices d'antigenes telles que les
cellules dendritiques et les macrophages sont nécessaires pour stimuler les lymphocytes T et les lymphocytes
B et permettre ainsi le passage de 'immunité inné en processus immunitaires adaptatifs.
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Figure 1. Cellules impliquées dans le systeme immunitaire, entre réponse immunitaire innée et réponse
immunitaire adaptative.

Les alarmines ou DAMP (Damage Associated Molecular Pattern) sont des molécules libérées par les cellules en
état de danger pour prévenir et activer le systeme immunitaire. L'origine du danger peut étre tres variée, il
peut provenir d’une infection par un pathogene, d’'un dommage cellulaire ou d’un traumatisme. Les alarmines
possédent une caractéristique principale, elles ont un pouvoir immunogene lorsqu’elles sont libérées lors de la
mort cellulaire accidentelle (par nécrose) et non lors de la mort programmée (par apoptose). Elles peuvent
également étre libérées par les cellules immunitaires avec un fort pouvoir immunogéne. Certaines alarmines
sont aussi capables de promouvoir la régénération cellulaire a la suite d’'un dommage cellulaire. De
nombreuses protéines sont définies comme alarmine comme par exemple la famille des HSP (Heat Shock
Protein), IL-1 (interleukine-1), HMGB1 (High Mobility Group Box 1), ou encore S100.

Les PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern) sont des molécules issues des pathogénes et capables
d’activer le systeme immunitaire. Ces molécules exogenes sont reconnues par les récepteurs TLR et PRR. De
nombreuses molécules d’origine bactérienne ou virale sont connues pour induire une réponse immunitaire
parmi lesquelles les lipopolysaccharides (LPS), les peptidoglycanes, les flagellines, I’acide lipotéichoique (LTA),
I’ARN double brin, les motifs CpG de I’ADN.
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Les cytokines sont des molécules impliquées dans I'inflammation, jouant un réle important dans la réponse
immunitaire. Toutes les cellules de I'organisme, a I'exception des globules rouges, sont capables de libérer et
de répondre aux cytokines. Leurs cibles sont toutefois principalement les cellules immunitaires. Les cytokines
vont réguler et permettre la cohésion entre les différentes cellules du systeme immunitaire, mais également
entre le systéme immunitaire inné et adaptatif. Elles agissent comme messager entre deux cellules identiques
ou différentes. On distingue un grand nombre de cytokines qui peuvent étre classées dans la catégorie des
cytokines pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires suivant I'activité, la fonction de I'action ou le message
gu’elles transportent.

L'inflammation correspond a I'ensemble des réactions immunitaires générées par |I'organisme en réponse a
une agression subie. L'inflammation a tout d’abord était décrite d’un point de vue physiologique, elle se
caractérise par une rougeur, une douleur, un gonflement et une augmentation de chaleur. Cette inflammation
est induite et régulée par un grand nombre de phénomenes biologiques, mais les cytokines et les cellules
immunitaires sont au centre de cette réponse inflammatoire. Il existe deux types d’inflammation,
I'inflammation aigué et l'inflammation chronique. L’inflammation aigué intervient directement apres
I'agression puis diminue jusqu'a disparaitre aprés rémission compléte du tissu touché, grace a I'action des
cellules immunitaires et des cytokines anti-inflammatoires. L'inflammation chronique n’est pas une réaction
physiologique normale. Cette inflammation de faible intensité persiste dans le temps et est souvent associée a
des pathologies comme les maladies auto-immunes, le diabéte, I'obésité, I'arthrite et I'athérosclérose. Ces
maladies sont appelées maladies inflammatoires chroniques.

Au cours de cette étude bibliographique nous allons nous intéresser a certaines maladies inflammatoires
chroniques : I'athérosclérose, le diabete, I'obésité et les maladies arthritiques.

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique caractérisée par la formation de plaques
d’athérome au niveau des artéres ; ces plaques grossissent au fil du temps et entrainent un rétrécissement de
I'artere (Figure 2). L'athérosclérose peut toucher toutes les artéres. Lorsque les arteres du coeur sont touchées
par exemple, on parle de maladie coronarienne. Dans certains cas graves, I'endothélium s’érode et les plaques
peuvent se rompre et libérer des fragments dans la circulation, entrainant une obstruction complete de
I'artére appelée thrombose. Ceci provoque une absence d’irrigation sanguine et une ischémie du tissu
concerné. Lorsque I'ischémie concerne le cerveau, on a un accident vasculaire cérébral et lorsqu’elle touche le
cceur on parle d’infarctus du myocarde. L’athérosclérose fait partie des maladies cardiovasculaires. Des études
montrent que cette maladie est liée a une dyslipidémie mais également a de I'inflammation, qui joue un réle
important dans cette maladie. L'inflammation intervient dans toutes les étapes de la maladie, de l'initiation a
la progression jusqu'a I’érosion de I'endothélium et la rupture de la plaque. L’athérosclérose commence par un
dysfonctionnement de [I'endothélium, entrainant |'attachement et I'accumulation de monocytes,
macrophages, et plaquettes au niveau des cellules endothéliales. L’activation anormale de ces cellules entraine
la production de molécules pro-inflammatoires et d’enzymes protéolytiques, qui peuvent conduire a
I'affaiblissement de la plaque, puis sa rupture. Les monocytes/macrophages jouent un role important dans
I'athérosclérose tout au long du processus de formation de la plaque d’athérome jusqu'a sa rupture. Les
monocytes sont recrutés au niveau de I’endothélium activé des arteres et se différencient en macrophage. Ces
macrophages deviennent des cellules spumeuses formant ensuite, avec de la fibrine et des lipides (LDL oxydé),
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un noyau de la plaque. L’activation de ces macrophages entraine la production de cytokines pro-

inflammatoires ainsi que d’autres molécules entrainant la déstabilisation et la rupture de la plaque.

Inflammation
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Figure 2. Evolution de I'athérosclérose au fil du temps.

Le diabéte est un trouble de [l'assimilation, de [I'utilisation et du stockage des sucres apportés par
I'alimentation. Une hormone, l'insuline, est au centre de la régulation du glucose dans le sang (glycémie),
(Figure 3). Linsuline est produite par les cellules béta dans les ilots de Langerhans du pancréas. Elle a pour réle
de diminuer la glycémie dans le sang, car une glycémie trop forte (hyperglycémie) est dangereuse pour la
santé et peut entrainer I'apparition de maladies. Le réle de I'insuline est de permettre I'utilisation du glucose
du sang par les cellules comme source ou réserve d’énergie. La synthése du glucose en glycogene se fait
principalement dans le foie, plus précisément au niveau des hépatocytes, pour former des réserves
énergétiques. Dans les cas de diabéte cette insuline ne joue plus son réle. On distingue 2 types de diabeéte :

- Le diabéte de type 1 représente environ 10% des cas de diabéte. C’'est une maladie auto-immune qui
se traduit par une destruction des cellules béta et donc une production d’insuline quasi nulle. Ce
défaut de production d’insuline peut étre compensé par des injections régulieres de I’hormone. On
parle alors d’insulinodépendance.

- Le diabete de type 2 concerne environ 90% des cas de diabéte. Dans ce cas, les cellules cibles ne
répondent plus a I'insuline. On parle d’insulino-résistance. Pour compenser cela, le pancréas produit
de plus en plus d’insuline et finit par s’épuiser et ne plus assurer une production suffisante d’insuline.
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L'inflammation est un mécanisme important dans le développement du diabéete. Des prédispositions
génétiques sont également a prendre en considération pour l'installation du diabéte. En effet, la
fréquence du diabéte dans la famille d’une personne diabetique est plus élevée que dans une famille ou le
diabéte est absent. La fréquence est encore plus élevée pour les enfants dont les deux parents sont
diabétiques.

La synthése du glucose
en glycogéne se fait
dans I'hépatocyte.

Absorption
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(dont les glucides)
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Qstéme sanguin &
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Figure 3. Schéma de la régulation de la glycémie et mécanisme de I'implantation de I'insulino-résistance. 1.
Entrée des glucides de I'alimentation, 2. Entrée du glucose dans le sang, 3. Détection de la glycémie par le
pancréas, 4. Production d’insuline par les cellules béta des flots de Langerhans, 5. Action de I'insuline sur les
cellules cibles : cellules adipeuses, cellules musculaires, cellules du foie.

http://diabete-reunion.over-blog.com/article-le-diabete-un-fleau-a-la-reunion-45248877.html
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L'obésité est I'un des principaux facteurs connus pour induire le diabete de type 2. L'obésité peut avoir
plusieurs origines. Le manque d’activité physique, la sédentarité, une alimentation trop riche et non équilibrée
entrainent une augmentation de la masse grasse corporelle. Le surplus de graisse dans le corps est stocké
essentiellement au niveau du tissu adipeux. L'insuline stimule I'absorption de glucose dans les tissus
musculaires et adipeux. Chez les personnes obéses, ce tissu adipeux est présent en grande quantité et donc
une production importante d’insuline est nécessaire. Les personnes obéses développent une résistance
progressive a l'insuline, elles finissent par devenir insulino-résistante. Un autre facteur de l'installation du
diabete est le déséquilibre lipidique chez les personnes obeéses, ce qui entraine la présence accrue d’acide gras
libres et de triglycérides participant a I'insulino-résistance et la destruction des cellules béta. Une autre cause
est la sécrétion de facteurs inflammatoires, comme les cytokines. Il a été décrit que des cellules immunitaires,
notamment des macrophages et des lymphocytes T, infiltrent le tissu adipeux des sujets obéses, créant un
environnement inflammatoire, favorisant le diabete (Figure 4). L'accumulation exagérée de graisse entraine
donc le développement du diabete, par:

- linsulinorésistance qu’elle contribue a développer,

- la détérioration des cellules béta qu’elle facilite,
- et l'installation d’un environnement inflammatoire chronique du tissu adipeux.

Y ey . Insulino- .,
Obésité Inflammation . . Diabéte
résitance

Tissue adipeux Tissue adipeux
« maigre » « obése »
Adipocyte Vaisseau sanguin Cytokine pro-inflammatoire

Cellule immunitaire

Pas d’inflammation Etat pro-inflammation
Sensible a I'insuline Insulinorésistant

Figure 4. Schéma de I'évolution tissu adipeux lors de I'installation de I'obésité et de I'insulinorésistance.
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Les maladies arthritiques désignent plus d’une centaine d’affections différentes caractérisées par des
douleurs au niveau des articulations, des ligaments, des tendons, des os ou d’autres éléments du systéme
musculo-squelettique. De maniéere générale, 'arthrite est caractérisée par la mise en place d’une inflammation
chronique au niveau des articulations. L'origine de cette inflammation est aujourd’hui mal connue, mais elle
pourrait étre liée a des facteurs génétiques et environnementaux. De plus, I'arthrite est souvent liée a
I'installation d’'une maladie auto-immune. Dans certains cas, |'arthrite peut survenir aprées une infection
bactérienne ou virale. La polyarthrite rhumatoide est la maladie arthritique inflammatoire chronique la plus
fréquente et la plus connue (Figure 5). Elle se caractérise par des douleurs articulaires intenses associées a une
destruction progressive des articulations, mais aussi de certains organes internes. Elle évolue par poussées,
entrecoupées de périodes ol les symptomes s’atténuent, voire disparaissent temporairement. Les symptomes
de la polyarthrite sont dus a une réaction auto-immune déclenchant une inflammation anormale au sein de
I'articulation. La membrane synoviale tapisse l'intérieure des articulations et fabrique le liquide synovial
permettant la lubrification des mouvements. Quand elle est agressée, cette membrane fabrique trop de
liquide et contient des cellules immunitaires produisant des cytokines pro-inflammatoires. Cela va entrainer
I'agression des articulations, des cartilages, des tendons et des os par les cellules inflammatoires.

la polyarthrite rhumatoide

tendon

tendon, enflammeé

ligaments

erosion
de l'os

ménisque

hyperplasie
synoviale

synoviale

cellules
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Figure 5. Schéma des complications liées a la polyarthrite rhumatoide. (Extrait de
http://sante.canoe.ca/channel/polyarthrite-rhumatoide/a-propos-de-la-polyarthrite-rhumatoide/la-
polyarthrite-rhumatoide-une-maladie-evolutive)
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2. Les DAMP et PAMP dans le systeme immunitaire

Les PAMP et DAMP sont deux familles de molécules trés importantes impliquées dans I’activation du systeme
immunitaire. lls conduisent a I’activation de cellules immunitaires et a la mise en place d’un environnement
inflammatoire. De nombreux pathogénes libérent des molécules immunostimulatrices, les PAMP. Les DAMP
sont des molécules endogenes libérées suite a un stress tissulaire ou une blessure. Ils ont comme fonction
supplémentaire de restaurer I'homéostasie tissulaire en favorisant la reconstruction du tissu suite a un
traumatisme ou a I'invasion par un pathogéne, ou encore a des effets secondaires de I'inflammation.

2.1.La localisation et la libération des DAMP
Les DAMP sont des facteurs endogénes intracellulaires ou membranaires et non accessibles pour la
reconnaissance par le systeme immunitaire dans des conditions physiologiques normales. Cependant, dans
des conditions de stress ou de lésion cellulaire, ces molécules peuvent étre libérées dans |'environnement
extracellulaire et déclencher une inflammation.

Les DAMP peuvent se trouver dans différents compartiments et organites cellulaires. Les DAMP peuvent étre
localisés dans :

- Les mitochondries (ex : HSP60 et I’ADN mitochondriale). La mitochondrie est le compartiment
cellulaire majeure dans la libération de DAMP [1].

- Les auto-phagosomes (ex : HMGB1). De nombreux DAMP peuvent étre libérés par des cellules
stressées subissant une autophagie, de plus ces DAMP sont issus des auto-phagosomes [2,3].

- Le noyau (ex : HMGBL1 et les histones). La translocation de nombreuses molécules nucléaires est
observée lorsque des cellules sont en état de stress inflammatoire ou de mort cellulaire [4].

- Le cytosol (ex : S100 et les HSPs). Le cytosol posséde des molécules qui lorsqu’elles se retrouvent
dans le milieu extracellulaire jouent le role de DAMP [5].

- La membrane cellulaire (ex : biglycane et acide hyaluronique). Lorsqu’ils sont présents a la surface
des cellules au niveau de la membrane plasmique, ils sont clivés en partie ou en totalité et libérés
dans le milieu extracellulaire. Ce clivage se fait grace a diverses enzymes telles que MMP-2, MMP-
3, granzyme B [6].

Les DAMP sont libérés dans le milieu extracellulaire de fagon passive suite a la mort cellulaire ou de fagon
active en réponse a un stress. Le mécanisme par lequel les DAMP se retrouvent dans le milieu extra cellulaire a
une influence sur son pouvoir immunogene. Par exemple, HMGB1 et HSP60 suite a une apoptose, sont libérés
dans le milieu extracellulaire mais avec des propriétés immunogenes tres faibles [7,8] alors qu’une libération
active conduit a des propriétés immunogenes plus importantes [4,9].

2.2.Les récepteurs et corécepteurs
Les PAMP et les DAMP sont reconnus par des PRR présents sur les cellules immunitaires et induisent la
production de facteurs inflammatoires.

Les TLR (Toll-like Receptors) sont les PRR les plus décrits. Dix TLR sont connus chez I'Homme et douze chez la
souris. lls sont tres conservés au cours I'évolution. La plupart des DAMP et PAMP sont capables d’interagir
avec les TLR [10]. Par exemple, le TLR9 reconnait '’ADN bactérien de type CpG. Il est intéressant de noter que
malgré les grandes diversités de structures, les PAMP et les DAMP partagent une grande capacité a lier et
activer principalement les récepteurs TLR4 et TLR2 [11,12]. Par exemple HMGB1, HSP60, S100, biglycane, LPS
et lipoprotéines sont autant de ligands de ces 2 TLR. La structure des complexes DAMP/TLR et PAMP/TLR n’est
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pas entiérement élucidée. Il n'y a pas aujourd’hui de regles générales concernant l'interaction entre DAMP,
PAMP et TLR.

L'interaction avec les TLR nécessite des corécepteurs. Ces protéines forment un complexe avec les TLR et
participent a la reconnaissance et la fixation du ligand.

Dans le cas du récepteur TLR4, ce dernier s'associe a CD14 et a la protéine de myéloid differenciation 2 (MD-2)
et transduit une variété de signaux pour activer I'immunité innée, par exemple lorsque les cellules
reconnaissent des PAMP comme le LPS [13] et des DAMP comme HMGB1 [14]. Les corécepteurs ne sont pas
spécifiques d’un récepteur. En effet CD14 est également capable de former un complexe avec TLR2 et TLR3
pour la reconnaissance des DAMP et PAMP comme par exemple le LPS [15]. lls ne sont pas non plus
spécifiques d’un type de ligand, en effet il a été démontré que les corécepteurs et les molécules accessoires
nécessaires pour la reconnaissance de ligands par TLR sont utilisés a la fois par les DAMP et les PAMP.

Les CLR (C-type lectin receptors) sont des récepteurs transmembranaires qui contiennent un domaine de
liaison spécifique qui reconnait les glucides présents sur les virus, les bactéries et les champignons. Beaucoup
de ligands de ces CLR sont inconnus [16]. Les CLR constituent une grande famille de protéines comportant plus
d’une centaine de représentants. Dans les cellules présentatrices d’antigenes, les CLR sont impliqués dans
I"'absorption et le trafic de I'antigeéne pour la présentation de cet antigene a la surface des cellules [17]. Bien
que leur role principal se situe dans la défense de I'h6te contre les agents pathogenes, les CLR sont également
impliqués dans la détection de mort cellulaire [18] et donc a priori des DAMP. Par exemple, Mincle est capable
de reconnaitre le DAMP SAP130, libéré dans au cours de la nécrose mais pas de I'apoptose [19].

Un 3™ type de récepteur, RAGE (Receptor for Advanced Glycation End Products), a été décrit pour interagir
avec les DAMP. Ce récepteur membranaire peut également exister sous une forme soluble sRAGE. Dans ce cas
SRAGE peut interagit avec ses ligands et empécher leur interaction avec la forme membranaire de RAGE et
donc I'activation de la cellule [20]. RAGE est connu pour se lier a HMGB1 [21] et S100 [22]. Des études
montrent une synergie entre RAGE et TLR2 ou TLR4 dans la réponse inflammatoire. HMGB1, S100 et le LPS
sont des ligands communs a ces récepteurs. Il a également été montré que la partie intracellulaire de RAGE et
des TLR interagit avec les protéines adaptatrices TIRAP et MyD88 pour induire une cascade de signalisation
intracellulaire [23].

Face a la grande diversité des signaux, les cellules disposent d’une variété de récepteurs limités. Toutefois la
reconnaissance des PAMP et des DAMP implique différents acteurs. C'est ainsi que les récepteurs, en
particulier les TLR, peuvent former des hétérodimeres, se faire aider de corécepteur, ou de protéines
accessoires dans l'interaction avec les signaux de danger. Cela permet d’augmenter I'éventail de détection
permettant au systeme immunitaire de reconnaitre une grande quantité de motifs moléculaires.
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3. PAMP : exemple des LPS

3.1.Introduction
le terme de « lipopolysaccharide » est mentionné dans la littérature pour la premiéere fois en 1943, lorsque le
biochimiste Shear M.J isole un composé d’un extrait de bactérie (Bacillus prodigiosus) [24].

La paroi des bactéries est une structure qui assure la protection des bactéries. Chez les bactéries a Gram
négatif (Gram-), cette paroi est constituée d’une membrane plasmique, d’une couche de peptidoglycanes et
d’une membrane externe (Figure 7). La membrane externe est une bicouche lipidique dans laquelle on trouve
du coté interne des phospholipides et du coté externe des lipopolysaccharides (LPS).

D’un point de vue fonctionnel, la membrane externe joue un rdle primordial dans le processus d’échange
entre la bactérie et son environnement. D’un point de vue structural, la membrane externe est comme la
membrane plasmique, une bicouche de phospholipides dans laquelle on trouve des lipopolysaccharides un
composé spécifique de cette membrane externe [25]. La communication entre la membrane plasmique et la
membrane externe se fait par I'intermédiaire de jonctions appelées les « ponts de Bayer » qui représentent
des zones de fusion entre les deux bicouches lipidiques des membranes.

Dans la structure de la membrane externe on trouve également trois types de protéines appelé OMP (Outer
Membrane Protein) [26]: des protéines de structure consolidant la membrane; les porines permettent le
passage des petites molécules hydrophiles; et des enzymes impliquées dans la conjugaison bactérienne.

Phospholipide Peptidoglycane

Protéine intrinséque - )

Figure 6: L'enveloppe des bactéries Gram négatives (http://www.arches.uga.edu/~kristenc/cellwall.html)
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3.2. Structure, fonction et variation des LPS
Dans la structure du LPS on distingue trois parties : la chaine O ou antigéne O (pour «Ohne Kapsel»), le noyau
ou le Core, et le lipide A (Figure 8).

3.2.1. Le lipide A
Le lipide A est le point d’ancrage du LPS a la bicouche lipidique. Le lipide A se compose d’un squelette de 2
glucosamines sur lequel sont liés les acides gras d’un coté et le noyau de I'autre c6té. Grace a ces chaines
d’acide gras hydrophobes, le lipide A se fixe a la bicouche lipidique. La partie hydrophile de ce squelette se lie
au noyau. Il a été démontré qu’en absence du lipide A, la bactérie n’est plus en mesure de garder I'intégrité de
la membrane externe et ne peut donc survivre méme in vitro (mutants létaux) [27,28].

Chez toutes les bactéries a Gram- on retrouve dans la structure du lipide A deux sucres liés a des acides gras.
Les variations dans la structure du lipide A concernent essentiellement les acides gras et elles sont spécifiques
des espéces bactériennes. Ces variations se situent au niveau :

- du nombre de chaines d’acide gras (généralement entre 4 et 7, exceptionnellement 8) ;

- delalongueur des chaines d’acide gras (C12, C14 et C16 sont les plus communes) ;

- dudegré d'insaturation des chaines acides gras ;

- dudegré d’oxydation de certaines chaines acides gras ;

- dudegré de phosphorylation et autres modifications particuliéres du squelette du lipide A.

3.2.2. Le noyau

Le noyau sert de liaison entre la partie ancrée dans la membrane externe et la partie extracellulaire du LPS. Le
noyau est formé de deux parties, le noyau interne et le noyau externe. Le noyau interne est lié de maniére
covalente au lipide A par des sucres de type Kdo (keto-deoxyoctulosonate). Il est composé, d’une premiere
chaine composée de sucres Kdo, d’une deuxieme chaine contenant des heptoses. Le noyau externe a une
structure plus variable que le noyau interne. Le noyau externe, également connu sous le nom de « région
hexoses », est composé d’'un nombre variable de sucres ordinaires, comme le glucose et le galactose.
L’absence de synthese de la partie Kdo entraine une non-survie des bactéries [29].

La structure générale du noyau interne est fortement conservée chez les bactéries Gram-. C’est la partie du
LPS qui varie le moins entre les bactéries. Par exemple, les noyaux internes d’E. coli et de Salmonella enterica
ont la méme structure [30]. Les différences se retrouvent essentiellement au niveau du noyau externe. Jusqu’a
présent, seules cing structures de noyaux ont été identifiées chez E. coli (notés R1, R2, R3, R4 et K12), et la plus
présente est le type R1 [31]. Les différences entre ces cing structures apparaissent surtout dans la région du
noyau externe [32].

3.2.3. Structure de la chaine O
La chaine O représente l'interface entre la bactérie et le milieu extérieur. Du point de vue structural, I'antigene
O est le produit d’assemblage par polymérisation de plusieurs sucres souvent modifiés, nommés aussi « unités
O ». Chaque unité O est le produit d’'une cascade biosynthétique spécifique. Les unités O sont composées d'1 a
8 résidus qui se répetent jusqu’a 50 fois pour former la chaine O. L'unité O est un oligosaccharide obtenu par
la polymérisation soit d’un seul type de glucide (homopolymere), soit de plusieurs types différents de glucides
(hétéropolymere).

La chaine O constitue la partie la plus variable du LPS, il existe une grande diversité inter- et intra-spécifique de
la chaine O. Au sein d’'une méme espéce bactérienne, il peut exister une grande variabilité d’unité O dans sa
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longueur mais aussi dans sa composition. Elle peut montrer des variations dans la structure, les arrangements
et/ou les substitutions latérales des oligosaccharides. Aujourd’hui de nombreuses chaines O ont été
identifiées, mais bien d’autres n’ont pas encore été caractérisées [33]. Par exemple, chez E. coli plus de 170
sérogroupes O ont été décrits [34]. C'est pour cela qu’on retrouve des dénominations de LPS en fonction de la
souche d’E. coli de type 0111:B4, 0157:H8, 026:B6, ... (ou B représente le type d’antigéne de surface et H le
type d’antigéne flagellaire). En général, les modifications de la chaine O jouent un important réle dans
différents mécanismes infectieux, comme par exemple le processus d’installation de la bactérie et son habileté
a échapper aux mécanismes de la réponse immunitaire [35].
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@ Chaine O

e _ (Antigéne Q) Possible substitution
Anaté R1:P
repetee R2: Kdo, Rha and/or P-Etn
Ac n=14a 40 R3: P or P-P-Etn
R4: Hep or GIcNAc

@ __Noyau externe

@ R3 __Noyau interne

__Lipide A

Figure 7. Structure générale du LPS exemple du LPS d’E. coli. (Extrait et traduit de Planesse C. et al. Cytokine,
2015;73 :190-195)
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3.2.4. Agrégabilité des LPS

Du fait de leur caractére amphiphile, les molécules de LPS en solution aqueuse sont capables de s’agréger
entre elles. L'ensemble de ces molécules peut alors adopter différents types de structure supra moléculaire
comme des micelles, des vésicules ou des formations en bicouche. La structure supramoléculaire alors formée
dépend de différents paramétres comme la concentration en LPS, la température, le pH, la nature du solvant,
la présence de cations divalents (Ca**, Mg®*)[36], mais également la structure du LPS lui-méme [37,38].
Néanmoins le facteur principal reste la concentration en LPS, I'organisation du LPS est fonction de la
concentration d’agrégation critique [39]. En dessous de ce seuil, le LPS est principalement sous forme de
micelles, et au-dessus de ce seuil il formera un édifice supramoléculaire plus complexe [40]. Ce seuil est
différent en fonction du type de LPS.

3.3.La variabilité des LPS
Le LPS est une molécule présentant une immense variabilité de structure entre especes mais également au
sein d’'une méme espece. La structure générale du LPS telle que décrite précédemment est constante quelle
que soit I'espece bactérienne considérée. Des variations dans la structure peuvent toutefois exister et ses
variations sont a I'origine d’une classification des colonies bactériennes.

Historiquement, la classification des colonies bactériennes était fondée sur leur aspect visuel. Par la suite les
chercheurs ont découvert que la chaine O était la cause de ses différentes textures des colonies bactériennes.
C'est pourquoi cette nomenclature a été conservée pour décrire les différents LPS en fonction de la taille de la
chaine O [41]. La structure du LPS est en lien direct avec la forme des colonies.

- Les bactéries présentant, sur les milieux solides de culture, des colonies rondes et brillantes a
surface bombée et lisse, avec des marges bien délimitées et sans ondulations appartiennent au
type « smooth » ou S. En milieu liquide (sérum physiologique, 0,85 % NaCl), ces colonies donnent
une suspension stable avec une turbidité homogéne. Ces bactéries possedent un LPS complet qui
contient donc les trois parties. Ce LPS est appelé "smooth-LPS" (LPS-S) ou LPS lisse.

- Les bactéries donnant sur les milieux solides de culture des colonies a marges irrégulieres et
ondulantes et a surface rugueuse et plate sont qualifiées de "rough" ou R. En sérum physiologique,
ces colonies ne donnent pas de suspension stable et homogene, car les bactéries s’agglutinent
entre elles. Ces bactéries ont un LPS dans la structure duquel il n’y a que le lipide A et le noyau, la
chaine O étant inexistante. Ce LPS incomplet est connu sous le nom de « rough LPS » (LPS-R) ou
LPS rugueux.

- Il existe un type intermédiaire pour lequel les LPS sont pourvus d'une chaine O se résumant a une
seule sous-unité. Ce type de LPS est désigné par le terme « semi-rough » (LPS-SR) ou LPS semi-
rugueux.

- Il existe des cas plus extrémes ou la chaine O et le noyau sont absents, le LPS est nommé « deep
rough » (LPS-DR) ou LPS rugueux profond. Ces mutants ne peuvent survivre, méme in vitro, que
dans des conditions particulieres.

3.4.Méthode d’étude des LPS
De nombreuses études ont porté sur le LPS d’E.coli. Aujourd’hui de nombreux autres LPS issus d’espéces de
bactéries différentes sont étudiés. Commercialement, on peut retrouver de nombreux LPS issus de différentes
souches d’E.coli, mais aussi d’autres bactéries comme Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella minnesota ou encore Porphyromonas gingivalis.
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3.4.1. Extraction et purification

La principale technique d’extraction du LPS a été mise en place par Westphal en 1952 et optimisé en 1965
[42,43]. Le solvant d’extraction utilisé est un mélange phénol chaud et eau. La technique d’extraction exploite
la différence de solubilité des différents constituants de la bactérie entre deux phases formées, une phase
organique et une phase aqueuse. Le LPS se retrouve dans la phase aqueuse, qui sera ensuite filtrée et dialysée
pour éliminer les traces de phénol. Le LPS est ensuite culotté et séché. Cette technique a été suivie d’'une autre
technique presque identique utilisant du phénol, du chloroforme et de I'éther de pétrole [44]. Ces méthodes
d’extraction ne permettent pas d’obtenir un LPS pur et comportent des contaminations. Le LPS est souvent
associé a d’autres protéines membranaires contaminants [45].

Les extraits de LPS obtenus aprés extraction peuvent comporter de nombreux contaminants tels que des
protéines, des lipides, des lipopeptides et des acides nucléiques. Lors de |'utilisation du LPS pour des études
portant sur des effets physiologiques sur cellule, ces contaminants peuvent constituer un réel probléme dans
I'interprétation des résultats. Une expérience menée avec du LPS d’E.coli a montré que I'activation des cellules
était due a la présence de lipoprotéines. Deux lipoprotéines (Lip12 et Lip19) ont été identifiées comme étant
les principaux composants responsables de l'activation des cellules par le TLR2 dans les préparations
commerciales de LPS extraits de la bactérie E. coli [46]. Cela montre qu’une pureté quasi parfaite du LPS est
nécessaire pour ne pas risquer d’'imputer au LPS des effets observés qui seraient dus a des contaminants
présents dans I’extrait de LPS. La purification du LPS est donc une étape déterminante. Différentes techniques
peuvent étre utilisées en complément de I'extraction:

- Chromatographie d’affinité sur colonne polymyxine B-agarose [47]

- Chromatographie échangeuse d’ions

- Digestion enzymatique pour éliminer I’ADN, ARN, et certaines protéines (DNAse, RNAse, protéinase K
...) [48].

- Re-purification du LPS pour I'extraction des résidus protéiques par mélange phénol/désoxycholate/
triéthylamine (Phenol-TEA-DOC) [49].

Les préparations commerciales aujourd’hui précisent la pureté de leurs préparations. La méthode phénol/eau
suivie d’une ou plusieurs étapes de purification permet d’obtenir du LPS dit « ultra-pure ». Suite a I'extraction
et la purification, il est nécessaire de doser et d’évaluer la pureté de la préparation obtenue.

3.4.2. Dosage et pureté

La méthode la plus utilisée pour doser le LPS est tout simplement la mesure de la masse de matiére obtenue
apres purification. Il est possible également de doser ce LPS en quantifiant des constituants qu’on ne retrouve
que dans du LPS, comme par exemple le dosage du 3-hydroxymyristique (C14-OH), acide gras spécifique du
lipide A et non présent chez les vertébrés, ou encore les sucres Kdo. Le dosage de ces constituants se fait
principalement a I'aide d’'une chromatographie liquide haute performance associée a une spectrométrie de
masse. Le sucre Kdo peut également étre dosé grace a des méthodes colorimétriques [50-52]. Ces mesures
peuvent parfois entrainer des biais selon la nature des contaminants et le type de LPS.

La pureté du LPS est évaluée par rapport a la concentration en contaminants. On peut ainsi avoir différents
degrés de pureté en fonction du type d’extraction et de purification jusqu’a atteindre une valeur supérieure a
99%. La pureté peut étre également appréciée en fonction des effets cellulaires observés, plus précisément en
fonction des récepteurs cellulaires activés par le LPS (développé dans la suite).
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3.4.3. Mesure de I'activité des LPS

En plus du dosage, de la concentration et de la pureté, on mesure I'activité cytotoxique du LPS encore appelée
mesure de I'activité biologique. Le test LAL (Limulus Amebocyte Lysate) est utilisé pour évaluer cette activité
biologique. Ce test a été développé suite a une observation faite d’'un phénomene de coagulation lorsque du
sang de limule a été mis en présence de bactéries Gram- [53]. Il a été montré que la coagulation était due a la
présence de LPS. Ce dernier active une enzyme, la coagulase, qui clive le coagulogéne en coaguline, on mesure
alors I'activité de cette enzyme. Aujourd’hui, des protéines recombinantes ont remplacé le sang de la limule
[54]. Il existe plusieurs types de test LAL:

- Mesure de la turbidité de la coaguline dans un liquide

- Mesure de la gélification de la coaguline

- Mesure par coloration, dans lequel on remplace le substrat de I'enzyme coagulase par un substrat
(la paranitroaniline) qui lorsqu’il est clivé apparait coloré.

Ces tests LAL sont sensibles a une grande variété de LPS, mais également aux différents contaminants qui
peuvent biaiser les résultats du test LAL [55,56], qui rend ce test peu spécifique. De plus la mesure de I'activité
biologique est totalement en relation avec la structure du LPS, chaque type de LPS aura une activité spécifique
[57,58]. Toutefois il a été montré que ce test d’activité biologique n’était pas en adéquation avec les réponses
des cellules immunitaires [57-60]. Cette activité biologique ne refléte pas totalement le pouvoir immunogene
des LPS. Cette mesure est donc complémentaire aux autres mesures évoquées.

3.4.4. Analyse structurale
Une bactérie pouvant donner plusieurs LPS différents, aprés purification, on obtient un ensemble de LPS qui
différent principalement par la nature de leurs chaines O, définissant différents chémotypes. Afin d’étudier le
niveau d'hétérogénéité de l'extrait de LPS purifié et de distinguer les différents types chimiques de LPS
présents, ainsi que leurs proportions relatives, quatre techniques principales peuvent étre utilisées:

- I'électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE) [61]
- la chromatographie sur couche mince [62,63]

- |'électrophorese capillaire [64]

- la chromatographie sur colonne de silice ou d'hydroxyapatite [65]

Ces techniques permettent de séparer les différents chémotypes en fonction de leur poids moléculaire. Une
fois les différents chémotypes séparés et isolés, la structure du LPS peut étre analysée par spectrométrie de
masse.

3.5.Voie d’entrée et de sortie des LPS dans I'’organisme
Le LPS joue un réle clé dans un grand nombre de maladies infectieuses et également non infectieuses. Le LPS
est connu pour induire une forte inflammation. C’est la molécule connue pour induire la plus forte réponse
inflammatoire et la plus grande diversité de réponse inflammatoire sur le systeme immunitaire.

3.5.1. Voies d’entrée
Le LPS peut pénétrer dans I'organisme selon différentes voies. Dans la plupart des cas, les LPS sont introduits
dans 'organisme en traversant les barriéres physiologiques de |'organisme sous forme libre.
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- L'inhalation de LPS : le LPS est présent dans I'air [66] et les poussieres [67]. Il est présent en quantité
particulierement importante dans certains environnements [68], notamment le secteur agricole,
I'industrie du coton [67,69], les entreprises de compostage des déchets [70], mais également dans des
cigarettes [71]. Le LPS inhalé conduit a une inflammation au niveau des poumons qui constituent une
voie d’entrée dans I'organisme [72-74].

- Le microbiote de I'organisme humain peut étre une source de LPS. L’'ensemble des micro-organismes
qui vivent en symbiose avec |'organisme se retrouve essentiellement sur la peau et dans le tractus
digestif. lls ne provoquent pas de maladie, mais représentent toutefois une source de LPS. Un régime
enrichi en graisses est associé a des modifications de la flore intestinale humaine et animale. Ces
changements entrainent une augmentation du rapport entre les bactéries a Gram négatif et les
bactéries a Gram positif et augmentent la probabilité de diffusion des LPS dans le sang [75,76]. La
perméabilité de la paroi intestinale peut également étre augmentée au cours de ce régime [77-79].
Une augmentation de la perméabilité de la paroi intestinale a été mise en évidence suite une
stimulation par du LPS [80,81]. Ce phénomeéne est en partie responsable de linitiation de
I'inflammation caractérisant I'obésité et le diabéte de type 2. Le microbiote intestinal joue ainsi un réle
majeur dans les maladies métaboliques [82,83].

- L'introduction de LPS dans le compartiment vasculaire des patients lors de traumatismes portant
atteinte a l'intégrité des barriéres protectrices de |'organisme ou d'actes médicaux invasifs (injections,
transfusions, hémodialyses, circulation extracorporelle, actes chirurgicaux, etc.) [84—87].

- Dans le cas d’une infection bactérienne, le LPS pénétre |'organisme avec les bactéries, puis il est libéré
une fois dans le milieu intérieur.

3.5.2. La capture et I'élimination

Une voie d’élimination du LPS associée a la voie d’élimination du cholestérol a été mise en évidence. Cette
voie est appelée le transport inverse du LPS en référence au transport inverse du cholestérol [88,89]. Cette
voie d’élimination du LPS utilise les mémes enzymes que la voie du cholestérol, en particulier la PLTP
(phospholipid transfer protein) [88]. La PLTP aurait une grande similitude de structure avec la LBP
(Lipopolysaccharide Binding Protein)[90]. Ces deux protéines sont capables de transférer du LPS aux HDL et
LDL [91,92]. Néanmoins la PLTP ne facilite pas la fixation du LPS au CD14, contrairement au LBP [92]. Ce
transfert du LPS vers les lipoprotéines conduit a I'inactivation de ce méme LPS [93]. Cette inactivation est
également observée en présence d’une protéine présente dans les HDL, I'apolipoprotéine Al (Apo Al) [93].
L'effet inhibiteur sur le LPS observé est fonction du type de lipoprotéine impliquée (HDL>LDL>VLDL). Il existe
ainsi un lien étroit entre le métabolisme des lipides et I'immunité lié au LPS.

L’élimination de ce LPS inactivé par les lipoprotéines se fait par le foie. Il a été montré que suite a une injection
de LPS chez des mammiféres, on le retrouve en grande proportion dans le foie de ces animaux [94-96], plus
précisément au niveau des hépatocytes [97,98] avant de se retrouver dans la bile [98]. Durant ces étapes
plusieurs enzymes interviennent et dégradent le LPS. Les étapes de cette détoxification du LPS sont
aujourd’hui mal connues, méme si I'acide biliaire est connu pour étre impliqué dans ce phénoméne [99-101].

3.6.LPS et inflammation
Le LPS est capable d’induire une réponse inflammatoire dans tout type de cellules aussi bien spécialisées dans
la réponse immunitaire ou non, a partir du moment ou elles possédent les récepteurs adéquats. Pour
déterminer la partie du LPS responsable de son activité pro-inflammatoire, les chercheurs ont scindé le LPS en
ses différentes parties. Le fait de couper le lien entre le lipide A et le noyau, permet d’obtenir le lipide A sans
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ses chaines O et le noyau. Il a ainsi été montré que I'activité pro-inflammatoire pouvait étre attribuée au lipide
A [102]. Une forme synthétique de ce lipide A a montré les mémes propriétés biologiques que le lipide A d’E.
coli [103,104].

3.6.1. Signalisation cellulaire
La signalisation cellulaire induite par la reconnaissance du LPS est aujourd’hui bien décrite. Le mécanisme
d’action du LPS sur le systéme immunitaire implique une étape de reconnaissance du LPS, puis une fixation sur
son récepteur et enfin une cascade de signalisation conduisant a la production de cytokines inflammatoires
[105] (Figure 8).

3.6.1.1. Reconnaissance du LPS
Deux protéines jouent un role clé dans la reconnaissance et la fixation du LPS dans le milieu extra cellulaire, le
LBP et le CD14. La protéine LBP est libre dans le milieu extracellulaire et fixe le LPS par I'intermédiaire de son
lipide A [106]. Cette protéine est surexprimée lors du syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS)
[107] . Cette réponse inflammatoire est due a une agression grave comme une infection, un traumatisme ou
un état de choc. La protéine LBP est capable d’interagir également avec le CD14 [108]. Le CD14 peut se trouver
sous deux formes, une forme membranaire et une forme soluble (sCD14) issue du clivage de la forme
membranaire [109,110]. Les cellules dépourvues de CD14 a leur surface, comme par exemple les cellules
épithéliales, utilisent le sCD14 pour répondre au LPS [110]. Comme le LPS circule souvent sous forme de
micelle, la LBP permet de déstabiliser ce complexe pour récupérer une molécule de LPS et puis s’associer au
CD14 [108,111]. Le CD14 peut interagir avec le LPS directement, mais la présence de micelles en milieu aqueux
entraine une diffusion lente des monomeres de LPS [108]. Le LBP va donc potentialiser cette interaction [112].

Les souris KO pour CD14 ont des niveaux de réponses aux LPS 10000 fois inférieurs a la normale [113], alors
gu’aucune différence dans les réponses aux LPS n’est observée chez les souris KO pour la LBP, in vivo [114].
Toutefois in vitro les cellules issues de ces souris répondent 1000 fois moins aux LPS. Il a été montré que le LPS
peut également se lier a de I'albumine et remplacer le LBP en son absence. Mais cette voie est minoritaire en
présence de LBP [115].

3.6.1.2. Récepteur cellulaire du LPS

Le complexe CD14/LPS se fixe a la membrane plasmique grace au CD14, qu’il soit membranaire ou soluble.
Cependant, CD14 ne possédant pas de domaine intracellulaire, il ne peut pas étre considéré, comme
Iinitiateur de l'activation de la réponse immunitaire. Le récepteur TLR4 a été identifié comme étant le
récepteur essentiel pour la signalisation du LPS. En effet, les souris TLR4 KO sont insensibles a une stimulation
aux LPS [116]. Pour fonctionner le TLR4 a besoin de son corécepteur MD-2 (Myeloid differentiation factor 2). Il
a en effet été montré que des souris MD-2 KO restaient insensibles au LPS [117]. MD2 est associé a TLR4 du
coté extracellulaire. Une partie des acides gras du lipide A se fixe a MD-2 [118,119] et I'autre partie des
chaines d’acides gras vont se fixer au TLR4, en formant également un dimére de complexe TLR4/MD-2
[120,121]. Ainsi deux complexes TLR4/MD-2 lient deux molécules de LPS, en se dimérisant ils vont induire une
cascade de signalisations intracellulaires.

3.6.1.3. Cascade de signalisation intracellulaire
Suite a la liaison du LPS a son récepteur TLR4, ce dernier déclenche deux types de voies de signalisation
intracellulaire, une voie dépendant de MyD88 (Myeloid differentiation factor 88) et une autre de TRIF (TIR-
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domain-containing adapter-inducing InterFeron-B) [13,122]. Ces deux cascades sont activées de facon
paralléle dans la cellule.

- La voie passant par MyD88 se traduit par I'activation des facteurs de transcription NF-kB et d’AP-1
(Activating Protein-1).

- La voie passant par TRIF est plus lente a étre activée car elle nécessite I'internalisation du dimére de
TLR4 et débute a partir des endosomes [123,124]. Cette voie de signalisation possede une partie
commune avec la voie MyD88. Elle se traduit par I'activation des facteurs de transcription NF-xB, d’AP-
1, mais également IRF3.

Les deux voies de signalisation sont importantes pour induire une réponse inflammatoire [125], méme si la
voie prédominante est celle dépendante de MyD88 [126]. Dans les deux cas, cela méne a la production des
cytokines inflammatoires IL-6, IFN-a, TNF-a, MCP-1. De plus, le facteur de transcription IRF3 induit la
production d’interféron de type .
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Figure 8. Mécanisme de reconnaissance et d’activation des cellules par du LPS, et activation des voies
intracellulaire précoce et tardive.
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3.6.2. Relation structure inflammation

Il existe un grand nombre de LPS différents et également de lipides A différents, I'interaction entre ces LPS et
les protéines connues pour fixer le LPS (LBP, CD14, et TLR4/MD-2) se fera avec des affinités différentes, et
donc des réponses cellulaires et inflammatoires différentes. Le lipide A est au centre de I’activité biologique du
LPS. Il existe différents types de lipide A, et une modification mineure dans la structure de ce lipide A peut
entrainer une forte modulation de I'activité du LPS. Par exemple une simple déphosphorylation du lipide A du
LPS de E. coli (passant d’'une forme diphosphorylée a une forme monophosphorylée) peut étre a I'origine
d’une modification de I'affinité pour le complexe TLR4/MD-2 et donc diminuer son activité pro-inflammatoire
[127,128] (Figure 9). Nous avons déja vu que les lipides A se différenciaient par la nature des chaines d’acides
gras. Ces acides gras de par leur nombre, leur taille et le degré d’insaturation influencent I’activité du LPS en
modulant son affinité avec les protéines connues pour fixer le LPS [129,130].

- La longueur des chaines d’acides gras du lipide A est un facteur impliqué dans cette activité : la
présence d’acide gras a 8 atomes de carbone confere une affinité moindre pour le TLR4 que celle d’un
acide gras avec une chaine carbonée plus longue, 10 atomes de carbone par exemple [131].

- La présence de carbones asymétriques dans le lipide A aura également une influence dans I'activité du
LPS [132,133].

- Le nombre de chaine d’acide gras est le facteur le plus important dans I’activité du LPS. Un nombre de
chaine faible (<5) est associé a une activité faible du LPS. Par exemple la modification du nombre
d’acide gras du lipide A de E. coli, passant de hexa-acétylé a penta-acétylé, induit une forte diminution
de I'activité pro-inflammatoire du LPS [134,135]. Ceci a également été observé chez d’autres bactéries
[136]. Il existe un composé synthétique (compound 406) représentant ce lipide A tétra-acétylé qui n’a
presque aucun effet inflammatoire, il a méme un effet antagoniste sur les récepteurs TLR4 [137,138].
De plus lorsqu’on enléve totalement les chaines acides gras du lipide A (LPS détoxifié), on observe une
trés forte diminution d’activité du LPS de I'ordre de 10000 fois [139].

- La position des chaines d’acides gras également joue sur la capacité inflammatoire du LPS.

Les phosphates du squelette et les chaines d’acides gras du lipide A sont les modulateurs de I'activité du LPS
[140] (Figure 9). De plus, la nature du lipide A a des effets variables sur I'activité du LPS, démontrant ainsi
I'importance de la configuration spatiale du lipide A pour son interaction avec ses récepteurs [141].

La chaine O joue également un role important dans la réponse immunitaire mais différent du lipide A. La
chaine O agit comme un inhibiteur de I'interaction du LPS avec le TLR4 [142]. Par exemple, certaines bactéries
comme Helicobacter pylori, Porphyromonas gingivalis, et L. pneumophila, synthétisent une forme de LPS avec
une tres longue chaine O, qui n’est pas reconnue par le TLR4 [143]. La taille de la chaine O est souvent un
indicateur de la virulence de la bactérie [35].
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Tétra-acetyle Fenta-acétyle Hexa-acétylé
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Hexa-acétylé Hexaracétylé monophosphylé Hepta-acétyle

(compound 504)

P p P
Agoniste +++ Agoniste ++ Agoniste ++

Figure 9. Structure du lipide A de différents LPS en fonction de sa capacité inflammatoire. (D’aprés Rietschel
ET. et al. Prog. in Clin. and Biol. Res., 1985, 189:31-51)

3.7.Conclusion
Le LPS est une molécule non protéique de la membrane externe des bactéries Gram-. Il est composé de 3
domaines : la chaine O, le noyau, et le lipide A. Il existe une grande variété inter- et intra- espece. Cette
variabilité concerne principalement la chaine O constituée de multiples oligosaccharides. Une autre source
d’hétérogénéité est le lipide A au niveau de la nature de ses acides gras. Aujourd’hui il existe des techniques
permettant d’extraire et de purifier le LPS des bactéries Gram-. La principale limite se trouve dans la pureté
des extraits de LPS, ces extraits pouvant comporter différents contaminants d’origine bactérienne. Il existe de
nos jours différentes techniques d’analyse et de mesure de I'activité du LPS permettant d’étudier cette pureté.

Le LPS peut entrer dans I'organisme par différentes voies aussi bien de maniere directe dans le cas d’infection
bactérienne, ou indirectement via des voies aériennes, intestinales ou actes chirurgicaux. Il est intéressant de
noter que récemment une nouvelle théorie sur l'installation de maladie métabolique a été proposée qui
impliquerait les LPS de la microflore intestinale. Une fois dans I'organisme ce LPS agit comme inducteur de
I'inflammation. Le LPS est connu pour induire I'une des réponses pro-inflammatoire la plus importante
connue. Néanmoins cette capacité pro-inflammatoire varie en fonction des différents types de LPS, dépendant
principalement de la structure du lipide A. Ce LPS est reconnu dans I'organisme grace a la protéine LBP. Le LBP
va ramener le LPS au niveau des cellules qui interagiront avec le LPS grace au complexe CD14/MD-2/TLR4.
Cette interaction conduit a deux cascades de signalisation intracellulaire I'une dépendant de MyD88 et |'autre
de TRIF, induisant la production de cytokines pro-inflammatoire telles que TNF-a, INF, IL-6 et MCP-1.
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4. DAMP : exemple de HMGB1

4.1.Introduction
La protéine High Mobility Group Box 1 (HMGB1) fait partie de la super famille des High Mobility Group (HMG)
qui inclut les familles HMGA, HMGB et HMGN [144]. La famille HMGB comporte 4 membres notés de 1 a 4.
Tous les membres de cette famille possédent le méme type de structure.

HMGB1 est également connue sous le nom d’amphotérine ou HMG-1. La séquence de cette protéine est
extrémement bien conservée au cours de I’évolution. On la retrouve chez toutes les espéces de 'homme aux
bactéries en passant par les plantes, les insectes, et les poissons [145]. Il y a 99% homologie de séquence entre
les rongeurs et I'Homme [146,147]. C'est une protéine ubiquitaire et la plus fortement exprimée de toute la
superfamille des HMG.

HMGB1 est une protéine nucléaire de type non-histone. On la retrouve essentiellement dans le noyau des
cellules de mammifere. HMGB1 peut également étre retrouvé dans le cytoplasme et dans le milieu
extracellulaire. Des modifications post-traductionnelles peuvent intervenir entrainant une relocalisation de la
protéine.

4.2.Structure et modification post traductionnelle de HMGB1
HMGB1 est une protéine globulaire de 25kDa, comportant 3 domaines: deux domaines de liaison a
I’ADN (Box-A et Box-B) chargés positivement, et une queue acide chargée négativement (Figure 12).

Les deux domaines de liaison a I’ADN sont formés chacun d’environ 80 résidus d’acides aminés organisés en 3
hélices alpha. La présence de nombreuses charges positives permet la liaison avec I’ADN au niveau du petit
sillon. Cette interaction s’"accompagne d’un changement de conformation de I’ADN. De plus il a été décrit que
ce domaine interagit préférentiellement avec des régions altérées de I’ADN [148]

La queue acide située en position C-terminale est formée d’environ 30 résidus aminoacides qui sont
exclusivement des acides aspartique et glutamique. Cette queue acide peut interagir avec les Box et moduler
leur propriété de fixation a I’ADN principalement [149—151]. La masse moléculaire prédite pour HMGB1 est de
25kDa, mais il migre vers 30kDa sur gel SDS-PAGE, ceci a cause de la forte charge positive des Box. La présence
d’une charge positive et d’'une charge négative a chacune des extrémités de la protéine confere a celle-ci une
forte bipolarité.

HMGB1 peut subir des modifications post traductionnelles conduisant a sa relocalisation. Différentes
modifications de type acétylation [152], phosphorylation [153], méthylation [154], glycation et ADP-
ribosylation, induisent la relocalisation de HMGB1 dans le cytoplasme ou le milieu extracellulaire. La protéine
HMGB1 est maintenue dans le noyau grace a deux séquences particuliéeres de signal de localisation nucléaire
(NLS, Nuclear Location Signal) riches en résidus lysine. Ces séquences sont localisées dans les Box-A et Box-B.
La modification post-traductionnelle de ces NLS (acétylation, phosphorylation, méthylation) permet de
déterminer la localisation de HMGB1 dans la cellule (noyau ou cytoplasme) [152] ou dans le milieu
extracellulaire. HMGB1 possede également une région appelée signal d’exportation nucléaire (NES, Nuclear
Export Signal) qui permet la fixation de la protéine CRM1 (Chromosomal Maintenance 1) impliquée dans sa
sortie du noyau. HMGB1 passe dans le cytoplasme a 'aide de cette protéine CRM1 [153,155].
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HMGB1 comporte 3 cystéines en position 23, 45 et 106. Les cystéines 23 et 45 sont impliquées dans la
formation d’un pont disulfure. Ce n’est que récemment, que les chercheurs ont découvert que I'état
d’oxydation des cystéines était tres important dans la fonction de HMGB1. Une nomenclature de HMGB1 a été
ainsi mise en place en 2014 [156]. Dans la cellule, HMGB1 est totalement réduite (C23-SH, C45-SH, C106-SH,
appelée HMGB-SH). En dehors de la cellule, lorsque la protéine est totalement réduite, elle posséde une
activité chimiokine. Lorsque la cystéine 106 est réduite et qu’il y a un pont disulfure entre la cystéine 23 et la
cystéine 45 (C23-C45, C106-SH, appelée HMGB1-SS), elle a une activité cytokine. Par ailleurs, lorsque la
protéine est totalement oxydée (C23-SOz;H, C45-SOz;H, C106-SO;zH, appelée HMGB1-S0O), elle ne présente plus
aucune de ces fonctions [157,158].

Le domaine Box-B contient une région spécifique (position 89 a 108) impliquée dans l'interaction entre
HMGB1 et TLR4 [159]. La cystéine 106 est présente dans cette région et elle est impliquée dans l'interaction
avec le TLR4. En effet, une mutation de cette cystéine entraine la perte d’interaction avec TLR4 [160]. En plus
de I'importance de la cystéine 106 dans I'activité cytokine pro-inflammatoire de HMGB1, la présence du pont
disulfure est importante pour maintenir la structure de la protéine [161].

La cystéine 106 est également importante dans la cellule pour sa migration entre le noyau et le cytoplasme
[162]. L’état des cystéines de HMGB1 influence également sa fixation a I’ADN [163-165], une modification de
ces cystéines entraine une perte d’affinité pour I’ADN (Figure 10).

NLS1 NLS2
(28-44) (179-185)
’_l_‘ ’_I_‘
ueue
N Box-A Box-B o . e C
: i : acide
L L L
7 Cys Cys 79 89 Cios 162 186 215
Domaine de fixation de p53 Domaine de fixation de TLRA Domaine de fixation de RAGE
(7-74) (85-108) (150-183)

Fragment antagoniste
(1-89) Fragment avec activité cytokine
{90-176)

Fragment minimal avec
activité cytokine (89-109)

Figure 10. Structure et domaine important de HMGB1. (D’aprés [166])
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4.3.Fonction

4.3.1. Fonction intracellulaire
Dans le noyau, HMGB1 joue un réle important ; il interagit avec ’ADN et module I'architecture de I’ADN. Il
participe a la régulation de la transcription en modifiant la structure de I’ADN et en stabilisant le nucléosome
[148]. HMGBL1 se fixe a 'ADN indépendamment de la séquence nucléique, facilitant le déroulement de I’ADN
pour la fixation des facteurs de transcription. HMGB1 intervient dans les phénomenes de réplication et de
réparation de I’ADN, ainsi que dans la régulation de la transcription des genes [145].

HMGB1 est une protéine trées mobile, elle est en constant mouvement au sein de la cellule entre le noyau et le
cytoplasme [167,168]. Le ratio entre noyau et cytoplasme en condition normale est de 30:1 [169]. Cette
mobilité perpétuelle assure a HMGB1 d’étre présent a tout moment pour les besoins localisés de la cellule.

HMGB1 est essentiel a la survie des organismes, en effet les souris HMGB1 KO meurent 1 a 2 jours apres la
naissance, suite a une hypoglycémie. Les lignées de cellules HMGB1 KO présentent des perturbations de
I’expression de nombreuses protéines, en particulier le récepteur pour les glucocorticoides [170].

HMGB1 intervient aussi, dans la cellule, dans les phénomeénes d’autophagie [2]. L'autophagie est un
mécanisme de la cellule qui permet la dégradation et le recyclage des composants cellulaires comme les
protéines et les organelles, suite a une privation en nutriments ou suite a une accumulation trop importante
potentiellement toxique dans la cellule [171]. Lors d’un stress, HMGB1 se retrouve dans le cytoplasme,
participe et aide a I'autophagie [172]. Dans la cellule, HMGB1 participe a I'autophagie en interagissant avec
Beclinl. Cette interaction nécessite la forme HMGB1-SS dans le cytoplasme des cellules [173].

HMGB1 inhibe également I'apoptose des cellules en augmentant I’expression de molécules anti-apoptotiques
comme Bcl-XL [174-176].

On peut également retrouver HMGB1 a la surface externe de certaines cellules. Au niveau des plaquettes,
HMGB1 se retrouve a la surface membranaire lorsque celles-ci sont activées [177]. On le retrouve également a
la surface des cellules nerveuses, lors de la germination axonale et de |'excroissance des neurites [178].

4.3.2. Lalibération de HMGB1 dans le milieu extracellulaire
HMGB1 peut étre libéré dans le milieu extracellulaire de fagon active ou passive (Figure 11). Il existe des
différences moléculaires et fonctionnelles de HMGB1 entre ses différentes formes de libération.

4.3.2.1. Libération active

Lorsque les cellules sont stressées, on observe une translocation de HMGB1 du noyau vers le cytoplasme
[152,179] d’ou il est ensuite libéré de maniére active dans le milieu extracellulaire. Cette sécrétion active de
HMGB1 est principalement connue pour les cellules de I'immunité innée, mais toutes les cellules sont capables
de la mettre en ceuvre. De nombreux stimuli pro-inflammatoires sont connus pour induire la sécrétion active
de HMGB1 comme par exemple le LPS, le TNF-q, IFN ..., et ceci chez un grand nombre de type cellulaire aussi
bien immunitaire comme les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les NK [180-182], que
non immunitaires comme les neurones, les cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales [183]. Cette
sécrétion de HMGB1 ne nécessite pas une nouvelle synthése, mais utilise le HMGB1 déja présent dans la
cellule principalement dans le noyau.
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Le mécanisme de sécrétion de HMGB1 ne passe pas par la voie de sécrétion classique, car il ne possede pas de
séquence signale pour ce type d’expression. Cette sécrétion active requiére I'acétylation de HMGB1 sur les
deux sites spécifiques des NLS [152]. HMGB1 passe dans le cytoplasme également grace a I'aide de la protéine
CRM1 [153,155]. Il a été montré récemment que la glycosylation était impliquée dans la libération de HMGB1
du noyau [184]. La libération de HMGB1 pourrait passer par |'utilisation de la voie régulant les endosomes et la
sécrétion par les lysosomes [152,185]. Un transporteur de cette voie non-classique a été identifié pour aider a
la sécrétion de HMGB], il s’agit de ATP-binding cassette transporteur 1 [186]. Ainsi HMGB1 serait présent et
s’accumulerait dans les lysosomes, ces derniers fusionneraient avec la membrane permettant la libération de
HMGB1 dans le milieu extracellulaire.

Un autre mécanisme de sécrétion de HMGB1 est la sécrétion lors de la pyroptose. Ce processus se situe entre
sécrétion active et passive car il se termine par la mort des cellules. La pyroptose est un mécanisme découvert
récemment, dans lequel la cellule met en place un complexe protéique appelé inflammasome. Ce complexe
détecte les DAMP et PAMP dans les infections et les inflammations stériles [187]. |l va permettre la production
de cytokines pro-inflammatoires. La pyroptose s’accompagne également de I'activation de la caspase 1 par
I'inflammasome, qui conduit a la libération de cytokines pro-inflammatoires et de HMGB1 [188,189].

4.3.2.2. Libération passive
HMGB1 peut étre libéré de maniére passive lors des processus de nécrose et d’apoptose, néanmoins ces deux
types de libération ont des effets différents sur HMIGB1.

- La nécrose est un type de mort non-controlée de la cellule. Lorsque HMGB1 est libéré lors de la
nécrose [9,205], il possede une activité pro-inflammatoire. La présence de HMGB1 dans le milieu
extracellulaire sert ainsi de signal de nécrose, indiquant que des cellules ont été tuées et qu’une
réparation du tissu est nécessaire [190].

- L’apoptose est un type de mort contrélée par la cellule. Lors de la libération passive par apoptose, il a
été démontré que HMGB1 était préférentiellement séquestré dans le noyau. HMGB1 se fixe de
maniere irréversible a ’ADN en cours d’apoptose [8]. La mobilité de HMGB1 est ainsi presque nulle,
I'empéchant de se retrouver dans le milieu extracellulaire. Cette interaction n’est pas due a une
modification de HMGB1, mais a celle de ’ADN des cellules qui entrent en apoptose [8]. Le complexe
ADN/HMGBI1 subit ensuite une translocation dans les vésicules générées durant I'apoptose [191]. De
plus, lorsque les cellules en apoptose passent en nécrose secondaire, on n’observe pas de libération
de HMGBI1 et pas d’effet pro-inflammatoire, méme aprées une lyse des corps apoptotiques [8]. Cette
absence d’activité de HMGB1 suite a la nécrose secondaire et la lyse peut étre expliquée par le fait que
lors de I'apoptose un phénomene d’oxydation treés important se met en place dans la cellule et
HMGB1 est oxydée (HMGB1-S0O), perdant ainsi son activité cytokine [192].
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Figure 11. Les différents types de libération de HMGBL1.

4.3.3. Fonction extracellulaire

HMGB1 est connu pour étre impliqué dans de nombreuses fonctions en dehors de la cellule. La principale
fonction de HMGB1 est celle d’alarmine activant les cellules du systéme immunitaire, mais également les
cellules non-immunitaires. Dans le milieu extracellulaire, HMGB1 agirait ainsi comme chimiokine et comme
cytokine avec des propriétés pro-inflammatoires. Elle attire et active les cellules immunitaires au sein d’un
tissu enflammé [193,194]. Elle permet également une réponse plus importante du systeme immunitaire
adaptatif. HMGB1 induit une activation et une maturation des cellules dendritiques [195,196], cellules clés
parmi les cellules présentatrices d’antigene. Les cellules dendritiques produisent également HMGB1
lorsqu’elles sont stimulées. De plus, rajouté dans les adjuvants lors de I'immunisation de souris, HMGB1 induit
une production d’anticorps plus importante [197]. Il interviendrait ainsi dans I’expansion clonale. HMGB1 aide
a la polarisation des lymphocytes T naifs [195,196] .

HMGB1 agirait également comme protéine conduisant a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins [198—
201]. Il serait ainsi impliqué dans le développement de tumeurs [202,203]. Ces fonctions aident également
dans les phénomeénes de réparation tissulaire, attirant ainsi les cellules souches, les fibroblastes et les cellules
endothéliales pour la réparation du tissu et des vaisseaux sanguins. Dans un modeéle d’infarctus chez la souris,
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I’'administration de HMGB1 induit une accumulation de myocytes conduisant a une récupération cardiaque
significative apres l'infarctus [204].

Dans le milieu extracellulaire HMGB1 peut agir comme signal de dommage ou de détresse cellulaire, et activer
des réponses physiologiques pour permettre la défense, la réparation et le soin des tissus touchés. Toutes ces
observations montrent que HMGB1 intervient dans I’homéostasie tissulaire.

4.4, HMGB1 inflammation et cofacteur

4.4.1. Inflammation stérile et non-stérile
HMGB1 peut étre libéré a la suite d’une infection par une bactérie ou un virus conduisant a la mise en place
d’une inflammation du site d’infection. HMGB1 peut également se retrouver dans le milieu extracellulaire a la
suite d’un préjudice subi par le tissu comme par exemple des ischémies, et des traumatismes, en |'absence de
pathogéne, conduisant a une inflammation stérile. HMGB1 peut ainsi étre impliqué dans ces deux types
d’inflammation [205].

Le premier récepteur décrit pour HMGB1 est le récepteur pour les produits avancés de glycation (RAGE) [206].
Toutefois compte tenu du fait que des souris KO pour RAGE sont toujours capables de répondre a HMGB1 et
que l'utilisation d’anticorps anti-RAGE ne réduisant que partiellement la stimulation par HMGB1], il semblerait
gue RAGE ne soit pas I'unique récepteur de HMGB1 [21]. On a découvert par la suite que les récepteurs TLR2,
TLR4, et TLR9 pouvaient également lier HMGB1 [207-212]. Néanmoins HMGB1 possede une plus forte affinité
pour le récepteur RAGE que pour les TLR [213]. L'interaction entre HMGB1 et ses récepteurs conduit a
I’activation des voies de signalisation PI3/AKT, MAPK, ERK1/2, p38 et NF-kB [214—217], puis a I’expression de
cytokines inflammatoires comme IL-6, IL-8, MCP-1 et TNF-a [218].

Les premieres expériences ont montré des propriétés anti-bactériennes de HMGB1, cette protéine est en effet
capable d’augmenter I’élimination des bactéries en culture [219]. Les recherches ont ensuite mis en évidence
les propriétés pro-inflammatoires de HMGB1, lorsque celui-ci est libéré par des monocytes suite a une
stimulation par du LPS [152]. HMGBL1 est également capable d’induire I'activation des monocytes humains.
Cette activation conduit a I'expression de cytokines inflammatoires, du récepteur RAGE et également de
HMGB1 [218].

L'analyse des différents domaines de HMGB1 a mis en lumiere une importance particuliere du domaine Box-B
pour I'activité pro-inflammatoire de HMGB1, plus précisément d’une région autour de la cystéine 106 [159].
De maniere intéressant la Box-A seule agit plutdt comme antagoniste de HMGB1 et inhibe I'inflammation, et la
queue acide aide a cet effet antagoniste [220-222] (Figure 10). Son action exacte n’est pas connue, mais la
Box-A empécherait la fixation de HMGB1 a ses récepteurs [220].

4.4.2. Cofacteurs
Des études récentes ont montré que du HMGB1 hautement purifié n’était pas capable d’induire une activité
pro-inflammatoire par lui-méme. L’interaction avec d’autres meédiateurs pro-inflammatoires tels que ADN-
CpG, IL-1B et LPS, serait nécessaire pour exercer une influence synergique (Figure 12) [223,224].

4.4.2.1. LPS
HMGB1 est capable d’interagir avec le LPS. Des études ont montré qu’une forme recombinante ultra pure de
HMGB1 n’était pas capable d’interagir avec le TLR4, en revanche associée a du LPS cette interaction devient
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possible. Néanmoins ce résultat est a prendre avec précaution car la protéine HMGB1 produite n’a pas été
caractérisée pour son état d’oxydation. Cependant du HMGB1 libéré suite a une stimulation par du LPS, est
capable d’interagir avec le TLR4. Il est probable que HMGBL1 se soit lié au LPS, permettant alors |'interaction
avec TLR4 et une réponse inflammatoire. D’autres études ont montré que HMGB1 peut lier le LPS et avoir un
effet synergique sur la capacité pro-inflammatoire du LPS [223-226].

HMGB1 favorise la fixation du LPS a CD14, comme le fait initialement la LBP, permettant son interaction avec
TLR4 [227]. En plus du récepteur TLR4, le récepteur RAGE participe également a la réponse inflammatoire du
complexe HMGB1/LPS dans les cellules [223-225]. Néanmoins il n’est pas essentiel pour cette réponse
inflammatoire. HMGB1 est également capable d’interagir avec le LTA. HMGB1 est capable de transférer le LTA
au CD14, qui interagit ensuite avec TLR2 et induit une cascade de signalisation pro-inflammatoire via NF-xB
[228].

Suite a une stimulation par du LPS, la cinétique de production de HMGB1 et des autres cytokines (IL-6, TNF-q,
MCP-1, ...) est différente. La libération des cytokines se fait rapidement en moins de 2h, alors que celle du
HMGB1 intervient 8h aprés la stimulation et dure plus longtemps, jusqu'a plus de 32h [182,229]. L’injection
d’une forte concentration de HMGB1 chez la souris conduit a un choc septique, en particulier lorsqu’il est
associé a des endotoxines [182,230]. Ainsi suite a une infection bactérienne la réponse immunitaire sera plus
importante grace a HMGB1.

4.4.2.2. ADN bactérien

Le méme type de mécanisme est observé pour ’ADN, qui est présenté au TLR9 via HMGB1 [210,231]. HMGB1
interagit avec de I’ADN possédant le motif CpG, connu pour étre fortement présent au sein de 'ADN de
bactérie. Cet ADN CpG induit également la libération de HMGB1 par les cellules immunitaires. Le complexe
HMGB1/ADN est reconnu par TLR9 et induit la production de facteurs pro-inflammatoires. TLR9 est présent
dans la cellule, mais HMGB1 lui peut étre cytoplasmique ou extracellulaire pour interagir avec TLR9. L’entrée
de HMGBL1 dans la cellule n’est pas connue. Il a été montré que HMGB1 interagirait avec TLR9 au préalable
sans nécessité d’ADN, mais dans ces conditions aucune production de cytokine n’est observée. HMGB1
extracellulaire va lui interagir avec I'ADN et faciliter sa reconnaissance par TLR9 [210]. Ainsi dans ce
mécanisme il n’y a pas d’ordre d’interaction. En plus du récepteur TLR9, le récepteur RAGE participe
également a la réponse inflammatoire induite par le complexe HMGB1/ADN [231]. Dans les cellules, HMGB1
va ainsi aider a la réponse immunitaire, mais il n’est pas essentiel pour cette réponse inflammatoire.

4.4.2.3. Autres cofacteurs
Récemment, il a été découvert que HMGB1 est également capable d’interagir avec d’autres molécules [145],
comme IL-1B et son récepteur IL-1R pour induire I'inflammation [232], avec la protéine CXCL12 et son
récepteur CXCR4 [233], et d’autres molécules également (pour une revue [145]).

De nombreuses études ont montré que le récepteur RAGE est le plus important récepteur pour HMGB1. Ainsi
on peut émettre I'hypothese que RAGE est le récepteur préférentiel de HMGB1 et dans les cas ou il serait en
interaction avec un cofacteur il pourrait ainsi interagir en plus avec le récepteur de ce cofacteur comme IL-1R
pour IL-1B ou TLR9 pour 'ADN, augmentant ainsi les effets observés. Cette capacité de HMGB1 a former un
complexe avec ces ligands est une fonction importante de cette protéine, permettant d’augmenter la réponse
inflammatoire en se liant a d’autres molécules de danger.
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Figure 12. Voie intracellulaire de I'action de HMGB1 et de ses cofacteurs.

4.4.3. La complexité de I'étude de HMGB1

Les premieres expériences ont été réalisées avec HMGB1 recombinant produit dans des bactéries E. coli.
Néanmoins HMGB1 est capable d’interagir avec le LPS, 'ADN, LTA ... et ceci avec une forte affinité. Lors des
premieres manipulations de purification de HMGB1, I'élimination du LPS n’était pas toujours réalisée et
vérifiée, peu d’efforts ont été faits sur I'élimination de I’ADN encore moins sur les autres contaminants.
L’élimination de ces contaminants n’étant pas complete, il en reste quelque trace, et c’est cela qui pourrait
étre responsable de l'activité pro-inflammatoire de HMGB1. Des expériences ont montré que HMGB1
hautement purifié n’induit pas de production de cytokines inflammatoires [210,223,231,232]. D’autres
chercheurs ont également décrit que HMGB1 hautement purifié gardait sa fonction cytokine mais des
capacités pro-inflammatoires plus faibles que le HMGB1 « standard ». Ceci a également été montré pour
HMGB1 extraits de cellules eucaryotes [234-236].

On a vu précédemment I'importance de I'état rédox de la protéine HMGB1 sur ses propriétés. De nombreuses
préparations et mises en conservation sont faites en présence de DTT, agent fortement réducteur. La présence
de DTT a certainement un effet sur I'état rédox de la protéine. La régulation de HMGB1 par des phénomeénes
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d’oxydation des cystéines est un important régulateur de la fonction biologique de HMGB1 (Figure 13).
Lorsque HMGB1 est libéré par les cellules en nécrose, I'ensemble de ses 3 cystéines sont sous forme réduite
sans pont disulfure (HMGB1-SH), et dans ces conditions HMGB1 a une fonction chimiokine et il va attirer les
cellules immunitaires. Cette fonction chimiokine a été caractérisée avec un son cofacteur CXCL12 [157]. Puis
apparait le HMGB1-SS avec son activité pro-inflammatoire, issue de la sécrétion active des cellules
immunitaires ou de I'oxydation de HMGB1 dans le milieu oxydant extracellulaire [157]. Cette fonction cytokine
a été décrite avec le récepteur TLR4 [159-161]. Le milieu extracellulaire oxydant associé a la présence de ROS,
HMGB1 sera irréversiblement oxydé (HMGB1-SO) entrainant son inactivation. L'ensemble de ces processus se
déroule lorsque les dommages cellulaires sont en cours de réparation et lorsqu’on a une résolution de
I'inflammation. L'oxydation régulant les propriétés inflammatoires de HMGB1 se fait donc de maniére
temporelle et spatiale [161].

Il existe ainsi de nombreuses contraintes autant sur la production de la protéine que sur sa conservation. Que
la production de protéines recombinantes se fasse dans un systéme procaryote ou eucaryote, les
contaminants existent (LPS ou ADN pour les systémes procaryotes, ADN ou IL-1 dans les systémes eucaryotes).
La méthode de production a également un effet sur I'état d’oxydation de la protéine. De plus en condition
standard, I'oxydation de la protéine peut se faire également au cours de la production, la purification et de la
conservation de la protéine. Les solutions de HMGB1 recombinantes obtenues peuvent donc étre hétérogénes
et contenir un mélange des différentes formes redox de HMGB1. De plus les études utilisent également des
doses trés différentes de HMGB1 allant de 1 pg.mL" & plus de 20 pug.mL™. Tout ceci peut expliquer les
différences entre les études.
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Figure 13. Relation structure et fonction de HMGB1 en fonction de son état d'oxydation. (D’apres Tang D. et al.
Mol. Med. 2012, 18:1360-1362)

4.5.Conclusion

HMGB1 est une protéine nucléaire qui participe a de nombreux événements liés a I’ADN comme la réplication,
la réparation et la transcription. HMGB1 peut étre libéré dans le milieu extracellulaire de maniéere passive ou
active. HMGBI1 intervient également en dehors de la cellule comme chimiokine et cytokine. Elle participe a la
réponse inflammatoire stérile et a la réponse inflammatoire suite a une infection. HMGB1 joue également un
réle important dans la réparation tissulaire (Figure 14). De nombreuses modifications post-transcriptionnelles
ont été identifiées modulant la sécrétion et I'activité de HMGB1 dans de nombreux processus cellulaires.
Connue préférentiellement pour son activité inflammatoire, les derniéres découvertes ont montré que cette
activité dépend de la présence d’autres facteurs inflammatoires et/ou de son état redox, rendant ainsi I’étude
sur HMGB1 plus complexe. Néanmoins, les cellules immunitaires activées produisent du HMGB1 qui par une
action autocrine permet la production de HMGB1 ainsi que d’autres cytokines et chimiokines. Il entraine
également une réponse plus tardive et sur un plus long terme. Les phénomenes de régulation de HMGB1 sont
des mécanismes treés finement contrélés. Une dérégulation de ces mécanismes peut conduire a des maladies.
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5. DAMP et PAMP associés: exemple de HSP60 et LPS

5.1.Introduction

Des organismes ou des cellules soumis a des températures élevées produisent un ensemble de protéines de
choc thermique, les HSP (Heat Shock Protein). Cette famille de protéine a été mise en évidence pour la
premiere fois chez la drosophile [237-239]. La réponse cellulaire au choc thermique et les protéines de la
famille HSP impliquées dans cette réponse sont trés conservées chez tous les organismes cellulaires aussi bien
dans les bactéries, que I'Homme en passant par les plantes [240]. L'expression des protéines HSP peut
également étre induite au cours de nombreux autres stress cellulaires, comme par exemple |'ischémie,
I'intoxication aux métaux lourds, la privation en nutriments, l'irradiation, les infections, le stress oxydant et
I'inflammation [241].

HSP représente une famille de protéines dont la classification s’appuie sur les masses moléculaires. C'est ainsi
gu’on distingue les protéines HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40, HSP de 20 a 30 kDa (par exemple :
HSP27), et HSP10. HSP60 est une protéine dont la fonction varie selon sa localisation. Dans la cellule, HSP60
peut étre retrouvée dans le cytosol, la mitochondrie et le chloroplaste [242]. Quand elle est présente dans la
cellule, elle posséde une activité chaperonne aidant au repliement des protéines [243]. A la surface des
cellules ou libérée dans le milieu extracellulaire [9], elle sert de signal de danger pour les cellules stressées ou
endommagées et agit comme stimulateur du systéme immunitaire [244,245].

5.2.La famille HSP60

Ce n’est qu’en 1989 que HSP60 a été découverte dans la mitochondrie des cellules de mammiféres. Les
chercheurs ont alors mis en évidence son implication dans I'aide au repliement des protéines au sein de la
mitochondrie [246]. HSP60 est connue aussi sous le nom de chaperonin 60 kDa (Cpn60), ou GroEL chez les
bactéries [247]. Les premiéres expériences ont été menées sur GroEL [248] et elles ont montré que pour que
GroEL soit fonctionnelle la présence d’une autre protéine de la méme famille des HSP, appelée GroES, est
nécessaire [249,250]. GroES a été considérée comme une co-chaperonne. La structure de GroEL est tres
proche de GroES [251]. Par la suite, le rapprochement a été fait chez I'Homme, et cette co-chaperonne a
également été découverte sous le nom de HSP10 ou Cpn10. Du fait de la grande similitude de la séquence du
gene entre 'homme et la bactérie, il existe des ressemblances structurales et fonctionnelles entre
GroEL/GroES et HSP60/HSP10 présent dans les mitochondries [252,253].

Une autre protéine proche de HSP60, comportant environ 60% homologie de séquence, a été découverte dans
le cytoplasme [254,255]. Suite a la découverte chez les eucaryotes des homologues de HSP60 dans le
cytoplasme des cellules, une nouvelle nomenclature a été mise en place pour définir la famille HSP60 [256].
HSP60 de maniére générale fait référence a la forme mitochondriale (mtHSP60), la plus abondante dans les
cellules eucaryotes. La forme présente dans le cytosol est appelée chaperonne contenant le complexe T de
polypeptide 1 (CCT). Il existe de nombreux homologues de CCT chez les différentes espéces. Les protéines CCT
forment un hétéro-oligomeére appelé TCP-1 ring complexe (TRiC). TRIiC est impliqué dans la synthése de
I'actine et de la tubuline [257,258], mais également dans le repliement de nombreuses autres protéines
[259,260]. Aucun des CTT n’est connu pour étre induit par des chocs thermiques.

Chaque CCT est codé par son propre gene. Le nombre d’homologues de CCT dans un organisme augmente en
fonction de la complexité de I'organisme, par exemple chez la drosophile il en existe 4 et chez 'homme il en
existe 9. L’évolution des organismes s’accompagne de I'évolution de la propriété chaperonne de TRiC facilitant
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ainsi le repliement des protéines de plus en plus complexes dans les cellules eucaryotes [261]. Ceci peut étre
expliqué par les phénomeénes de duplication et de dérivation des génes au cours de I’évolution.

Il existe ainsi différents types de HSP60 divisé en 2 groupes de chaperonnes. Un premier groupe renferme
GroEL et mtHSP60. On positionne également dans ce groupe une HSP60 végétale connue sous le nom de RBP
(Rubisco binding protein) localisée dans les chloroplastes [262,263]. Un second groupe comprend les HSP60
présents dans le cytosol (les CCT) des cellules eucaryotes et des archés qui possédent plusieurs homologues en
fonction de I'espéce. Nous allons nous intéresser ici uniquement a la protéine HSP60 du groupe 1, et dans le
deuxiéeme groupe nous présenterons quelques exemples de CCT.

5.3.HSP60 dans la cellule, une protéine chaperonne mais pas seulement.
La famille HSP60 est principalement décrite comme des protéines chaperonnes, aidant au repliement des
protéines. Elle aide également au dépliement et repliement des protéines mal repliées. La famille HSP60 est
aussi impliqguée dans de nombreux autres processus intracellulaires. Elle est impliquée dans la réplication, la
transmission de I’ADN mitochondriale [264], dans le trafic intracellulaire de protéines [265,266] et d’hormones
[267]. HSP60 est essentielle dans I'importation des protéines dans la mitochondrie, nécessitant ici aussi la co-
chaperonne HSP10 et également HSP70 [268].

Il est intéressant de noter que les souris HSP60 KO, ne sont pas viables et meurent au bout de 7 jours de
gestation [269]. Les souris hétérozygotes sont viables mais présentent des déficits dans la fonction
mitochondriale conduisant a des désordres au niveau du cerveau [270], cela montre bien I'importance de
HSP60 dans I'organisme.

5.3.1. La structure et les modifications de HSP60 dans la cellule

HSP60 est une protéine codée par le gene HSPD1 qui est conservé chez un tres grand nombre d’étres vivants
tels que I’'Homme, les singes, les poissons, les insectes, les plantes, et les bactéries. Il en est de méme pour
HSP10 codé par le gene HSPE1. Ces génes sont présents cote a céte sur le génome [271]. lls sont transcrits puis
traduits dans le cytosol, la protéine HSP60 qui en résulte posséde 573 acides aminés et porte une séquence
signale de localisation mitochondriale de 26 acides aminés en position N-terminale qui lui permet d’étre
transportée dans la mitochondrie [272]. Une fois synthétisée, elle est présente dans le cytoplasme en état de
transit vers la mitochondrie, mais elle posséde déja son activité chaperonne au cours de ce transit [273]. Une
fois dans la mitochondrie, cette séquence signale est clivée, suivie ensuite d’'une série de modifications post
traductionnelles modulant la fonction de HSP60 (phosphorylation [274], ubiquitination [275], sumonylation
[276], acétylation [277], malonyation [278], glycosylation [279] ...).

La structure a initialement été décrite chez les bactéries. Cette chaperonne est formée de 14 sous-unités
identiques de GroEL divisées en deux anneaux de 7 sous-unités superposées. La co-chaperonne est composée
aussi de 7 sous-unités de GroES identiques (Figure 15). GroEL comporte de nombreuses régions et résidus tres
conservés, principalement impliqués dans la liaison du substrat [246,280], de 'ATP /ADP [281,282], Mg2+/K+
[280] et de GroES [283]. En présence d’ATP et de Mg**, GroEL et GroES constituent rapidement un complexe
de chaperonne GroEL/ATP/GroES. Ce complexe peut également récupérer une co-chaperonne supplémentaire
dans des conditions particuliéres de concentration de Mgz"/K+ et de ratio ATP/ADP [284]. L’ensemble forme un
tonneau (GroEL) avec un couvercle (GroES) a I'une ou aux deux extrémités (Figure 15).

Chez I’'Homme, la chaperonne HSP60 existe sous forme de 7 sous-unités identiques formant un anneau [285],
néanmoins on la retrouve également sous forme de deux anneaux de 7 sous unités comme GroEL [286].
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L'oligomérisation dépend de la concentration en protéine chaperonne et en ATP [287]. L’existence de deux
formes peut étre expliquée par le fait que HSP60 contient seulement 2 des 4 résidus impliqués dans la
formation du double anneau de GroEL [253], ce qui induit une diminution de la stabilisation de la forme
double anneau. De plus il a été montré que la formation du double anneau nécessite également la présence
d’ATP et/ou de la co-chaperonne HSP10 [288,289]. Comme pour GroES, la co-chaperonne HSP10 est formée
de 7 sous-unités [251] (Figure 17).

1 sous unité =
Hsp60 (GroEL)

Complexe ‘
Chaperonne
Hsp10 (GroES)
=7 Hspl0
(GrokES)

\

Vue de dessus

Complexe
Chaperonne »
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=14 Hsp60 (GroEL)

Vue de dessous

Vue de coté

Figure 15. Structure 3D du complexe chaperonne HSP60/HSp10 (GroEL/GroES). RCSB PDB 3D view 1AON

Dans le cytosol des cellules eucaryotes, la structure est |égerement différente pour le complexe de chaperonne
TRIC, le complexe comporte 8 sous-unités de CCT différentes [290]. Les premiéres interprétations ont révélé
que TRIiC agit sans la présence de co-chaperonne [291]. Récemment il a été montré que HSP60 peut se
retrouver dans le cytosol, indépendamment des CCT, mais avec des fonctions particuliéres (voir apres).

5.3.2. L’activité chaperonne de HSP60 dans la cellule
L'activité chaperonne de la famille HSP60 (mtHSP60, GroEL, et TRiC) a pour principale fonction le repliement
des protéines nouvellement formées. Elle comporte une « chambre » dans laquelle se replient les protéines
qui adoptent leurs structures tertiaires et ceci de manieére ATP dépendante. La synthése des HSP est induite
suite a une forte température. Certaines protéines sensibles a des hautes températures se replient mal ou
forment des agrégats. HSP60, en plus de sa capacité d’aide au repliement des protéines, a également la

48



capacité de déplier les protéines. Elle a la faculté de reconnaitre les protéines mal repliées et méme certains
agrégats de protéines, elle va ensuite les déplier pour permettre le repliement correct de ces protéines
[292,293]. Ce mécanisme permet ainsi de défendre |'organisme contre une accumulation anormale et délétere
de protéines non fonctionnelles et d’agrégats de protéines, potentiellement toxiques. Elle favorise donc une
résistance accrue a de fortes températures [294]. Cette activité nécessite de I'énergie provenant de I’hydrolyse
des molécules d’ATP, et également la présence de leur co-chaperonne GroES ou HSP10 [295] (Figure 18).

Polypeptide

TATP
<7 ADP+

GroES

Figure 16. Activité chaperonne de GroEL/GroES. (Extrait de
http://pdslab.biochem.iisc.ernet.in/hspir/hsp60.php)

5.3.3. HSP60 dans l’'apoptose
HSP60 en interagissant avec la pro-caspase-3 joue un réle dans I'apoptose. En fonction de son origine, HSP60
peut avoir une action pro- ou anti-apoptotique (Figure 17) [296]. Si elle est d’origine mitochondriale et libérée
dans le cytosol suite a un stress ou a une perte de potentiel transmembranaire, elle active la pro-caspase-3 et
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intervient alors comme facteur pro-apoptotique. Si la forme cytosolique de HSP60 est directement néo-
produite sous I'effet d’un stress, elle inhibe la pro-caspase 3 et est anti-apoptotique [296]. La co-chaperone
HSP10 est également impliquée [297], avec HSP60 elle participe a I'inhibition de I'apoptose [298]. HSP60
forme avec la pro-caspase 3 et HSP10 un complexe pré-apoptotique. Ce complexe se dissocie suivi de
I'activation de la caspase-3 et de I'apoptose. Il est intéressant de noter la participation de HSP10 dans sa
fonction unique de protéine anti-apoptotique.

D’autres protéines sont également impliquées dans ce phénomene d’apoptose. La forme mitochondriale de
HSP60 interagit avec p53, une autre protéine impliquée dans I'apoptose [299,300]. HSP60 se fixe a p53 et agit
comme un inhibiteur [301]. p53 est un facteur de transcription, il active I'expression du géne de Bax. La
protéine Bax participe au processus de perméabilisation de la membrane mitochondriale entrainant ainsi sa
destruction. Cela a pour conséquence la libération du cytochrome c et de HSP60. La sortie du cytochrome c de
la mitochondrie vers le cytosol est un événement central dans le processus apoptotique intrinseque. Ainsi la
séparation de HSP60 et de p53 conduit a la double action d’induction de I'apoptose, via I'action p53 et Bax et
via I’action de HSP60 et la pro-caspase 3. De plus, HSP60 interagit également avec Bax en I'inhibant [302]. Un
mécanisme de modification post traductionnelle de type O-linked N-acétylglucosamine serait impliqué dans
cette interaction. Un taux élevé de HSP60 O-linked N-acétylglucosamine empécherait sa liaison a Bax
conduisant a l'activation de I'apoptose [303].

La survivine (pro-survie) est une autre protéine impliquée dans I'apoptose et identifiée comme interagissant
avec HSP60. Cette protéine participe a la régulation du cycle cellulaire et de I'apoptose. HSP60 intervient en
stabilisant cette protéine [301]. Une diminution de I'expression de HSP60 entraine une chute du taux de
survivine et une entrée de la cellule en apoptose.

Une troisieme protéine, la cyclophiline D est également impliquée dans la régulation de I'apoptose. Cette
protéine est une composante des pores impliquée dans la perméabilité membranaire de la mitochondrie
[304]. Uniguement décrite dans les cas de cancer, une diminution de la surexpression de HSP60 entraine une
déstabilisation de la perméabilité membranaire par la cyclophiline D, entrainant I'apoptose.

Du fait de son implication ambivalente dans I'apoptose, son réle ambigu se retrouve également dans les
cancers. HSP60 interviendrait dans certains cancers en jouant soit un réle pro-apoptotique soit un rdole de pro-
survie dans certains cancers [301,305-308]. Comme dans un grand nombre de cas de cancers ol HSP60 est
surexprimée, cette fonction inhibitrice de I'apoptose est responsable de sa capacité pro-survie des cancers.
Cela implique en particulier I'action directe de HSP60 sur la stabilisation de la survivine, la répression de p53,
I'inhibition de Bax, la perméabilité membranaire de la mitochondrie via la cyclophiline D et I'action de HSP60
sur la pro-caspase 3. Néanmoins le mécanisme exact de I'action de HSP60 au niveau de la pro-caspace-3 n’est
pas encore défini. Cependant, il a été décrit qu’il existait une corrélation entre le grade de la tumeur et le taux
de HSP60 [309].
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Figure 17. Les fonctions de HSP60 dans |'apoptose.

5.4.HSP60 membranaire et extracellulaire, une protéine impliquée dans la
réponse immunitaire

HSP60 peut se retrouver a la surface des cellules mais également dans le milieu extracellulaire. Membranaire
ou extracellulaire, HSP60 agit comme stimulateur du systeme immunitaire et intervient dans la réponse
immunitaire innée et adaptative. On retrouve HSP60 dans le milieu extracellulaire et dans la circulation
sanguine dans les conditions physiologiques normales de personnes saines. Cela est contraire a l'idée que
HSP60 est une molécule entierement dédiée a un signal de danger. L’action de HSP60 est tres variable en
fonction de son origine, des cellules et des cofacteurs impliqués. HSP60 peut ainsi avoir des effets pro- et anti-
inflammatoires en dehors de la cellule. Il est nécessaire ainsi de bien connaitre le contexte de I'étude pour

établir les propriétés de la protéine HSP60.

Il est intéressant de noter qu’il n’existe pour HSP60, qu’un seul gene, un seul ARNm et une seule protéine
traduite. La protéine produite possede une séquence signale destinée a la mitochondrie. Comme on retrouve
HSP60 dans le cytosol, la mitochondrie et en dehors de la cellule, il a été supposé que le systeme de ciblage de
HSP60 se déroule dans les étapes post-traductionnelles de la protéine.

5.4.1. HSP60 membranaire
Un lien a été fait entre la présence de HSP60 sur les membranes et des pathologiques. C'est ainsi qu’a la
surface des cellules cancéreuses on observe plus de HSP60 que sur les cellules non-cancéreuses [301]. La
surexpression de HSP60 a la surface des cellules peut également étre la conséquence d’un stress. Par exemple,
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suite a une stimulation par du LPS, les cellules endothéliales de I'aorte expriment a la surface du HSP60 [310].
Ce stress conduit également a I'adhésion de monocytes principalement mais également de lymphocytes T sur
les cellules endothéliales de la paroi de I'aorte [240].

HSP60 présent a la surface des cellules est une protéine complete, identique a la protéine présente dans la
mitochondrie [311]. Une des hypotheses de I'origine de HSP60 membranaire serait que HSP60 soit d’abord
passée par la mitochondrie puis le cytoplasme et enfin la membrane plasmique [311].

Il a également été décrit un lien entre HSP60 présent a la surface des cellules et I'apoptose. L'expression de
HSP60 augmente durant I'apoptose. HSP60 est transporté du cytoplasme jusqu'a la membrane plasmique
durant ce processus. Une partie de ce HSP60 participe a l'interaction avec Bax [302]. La membrane des
vésicules apoptotiques posseéde une grande concentration de HSP60. Ainsi, HSP60 se présente a la surface des
cellules durant les premiers stades de |'apoptose et persiste jusqu'a la perte d’intégrité de la membrane dans
les étapes finales de I'apoptose. La migration de HSP60 vers la membrane n’est pas retrouvée dans les cas de
nécrose. En plus de cela, HSP60 présent a la surface des vésicules apoptotiques est impliquée dans le
nettoyage des corps apoptotiques par phagocytose. L'exposition de HSP60 induit une augmentation de
I'activité de phagocytose des monocytes, ce qui implique son réle important dans I’"homéostasie cellulaire
[312].

La présence de HSP60 a la surface des cellules est associée a un état pro-inflammatoire. Dans les cas de crise
cardiaque, HSP60 migre a la surface des myocytes en cours d’apoptose. On observe également une
augmentation de HSP60 et d’anticorps anti-HSP60 dans le sang, indiquant ainsi que HSP60 a bien une activité
immunogene [313].

5.4.2. Lalibération de HSP60 dans le milieu extracellulaire
En plus de sa présence sur les membranes des cellules, HSP60 peut également étre retrouvée en dehors de la
cellule. Il existe différents types de libération connus pour HSP60 (Figure 18). Elle peut étre libérée soit de
maniere active par un mécanisme cellulaire de sécrétion, soit de maniéere passive lors de I'apoptose ou de la
nécrose. L’activité de HSP60 sera différente en fonction de son origine et de la maniere dont elle a été libérée.

Un des mécanismes impliqué dans la sécrétion active de HSP60 est la voie classique de sécrétion de protéines
via le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi [279,314], dans laquelle la protéine est néo-synthétisée
et passe directement par la voie de sécrétion. Lorsque HSP60 passe par la voie classique de sécrétion, elle
subit une modification post-traductionnelle de type N-glycanes [279]. Toutefois, le signal initial de passage
dans cette voie de sécrétion n’est pas encore décrit.

Un second mécanisme actif de sécrétion de HSP60 implique la participation d’exosomes et de canaux
lipidiques [315,316]. HSP60 est ancrée a la membrane des exosomes, on peut ainsi supposer qu’elle était
présente a l'origine a la surface des cellules. Ainsi, la nécessité d’avoir du HSP60 présent a la surface des
cellules est peut étre une condition pour ce type de sécrétion [317]. Il a été décrit une modification post
traductionnelle de type mono-ubiquitination de la protéine qui peut étre le signal de transport de HSP60
membranaire vers la formation d’exosome.

En plus de ces mécanismes de sécrétion active, HSP60 peut étre libérée passivement par nécrose [318]. La
libération extracellulaire de HSP60 est plus importante lors de la nécrose que lors de I'apoptose [318]. Il a été
décrit pour la famille des HSP, des propriétés pro-inflammatoires des HSP libérées lors de nécrose mais pas
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lors de I'apoptose [7]. Cependant, les premiéres expériences ont montré qu’il n’y avait pas de différence
d’action sur les neurones entre HSP60 issue de nécrose et d’apoptose [318]. Des études supplémentaires sont
nécessaires pour définir I’effet inflammatoire de HSP60 issue d’apoptose et de nécrose.

Libération active Libération passive

Voie classique du Réticulum Endoplasmique Apoptose

Membrane cellulaire Cytoplasme

Réticulum
endoplasmique

Mitochondrie

Exosome

HSpBO & 0 Noyau b

Voie des radeaux lipidiques et exosome Nécrose

Figure 18. Les différentes voies de libération de HSP60.

5.4.3. HSP60 présent dans le milieu extracellulaire

HSP60 ainsi libérée peut se retrouver dans la circulation et peut étre présente dans le plasma de patients
[319-322]. Le profil de sécrétion de HSP60 varie énormément en fonction des personnes [322—-324], et des
types cellulaires [325]. De nombreux facteurs peuvent influencer la sécrétion de HSP60. L’age par exemple est
un de ces facteurs. En effet, il a été montré que plus la personne est agée plus le taux de HSP60 dans le sang
diminue [326,327]. Une augmentation du taux de HSP60 dans le sérum est associée a de nombreuses
pathologies, en particulier les pathologies impliquant une nécrose des tissus, par exemple les infarctus
conduisant a une ischémie du tissu puis une nécrose [328]. Néanmoins cela entraine une libération passive de
HSP60 due a la nécrose. La fonction de HSP60 libérée lors de la nécrose et celle libérée de maniére active
peuvent étre tres différente [7], sans pour autant avoir été démontré actuellement.
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La principale caractéristique décrite pour HSP60 est sa capacité a activer le systeme immunitaire. Elle se
traduit par l'activation de la voie inflammatoire chez les cellules immunitaires. HSP60 induirait donc la
production de nombreux facteurs pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, MCP-1, RANTES, MIP-2, NO, IL-1B ...)
[240,329,330]. Cet effet cytokine de HSP60, comparé a sa fonction chaperonne, ne requiére en aucun cas de
I’ATP, de cofacteur ou de complexe protéique. Elle active ainsi un grand nombre de cellules immunitaires. Par
exemple, HSP60 active les cellules dendritiques [7,240,329] en augmentant I'expression du CMH Il et des
protéines de costimulation (CD40, CD54 et CD86) [329,330]. HSP60 active également les granulocytes
favorisant leur dégranulation, et ainsi leur activité anti-microbienne. Elle active les monocytes/macrophages
en induisant une cascade de signalisation pro-inflammatoire et une augmentation de la phagocytose
[240,312,331].

Dans le milieu extracellulaire, HSP60 est connue pour interagir avec les protéines réceptrices CD14, CD40, TLR2
et TLR4 [240,332-334], conduisant a I'activation des voies de signalisation intracellulaire JNK-1/2, MAPK, ERK-
1/2, NF-xB [330,334,335] et de MyD88 [240,336]. Cette cascade de signalisation aboutit a la production de
cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-6, IL-12, IL-15, IL-1B, MCP-1 et TNF-a. De plus, HSP60 agit dans
une boucle rétroactive positive, induisant sa propre production. Il a été montré que I'expression de HSP60 est
augmentée suite a une stimulation par des cytokines pro-inflammatoires comme IL-1B, IL-6, et TNF-a [337].
L'expression de HSP60, comme toutes les protéines de la famille HSP, est sous le contrdle du facteur de
transcription NF-xB [338,339].

Il a été décrit trés récemment le role de HSP60 dans la régénération cellulaire [340]. HSP60 libérée au niveau
des sites concernés agirait comme chimiokine en attirant les cellules immunitaires et participerait a la
résolution de I'inflammation en induisant la régénération des tissus touchés. Cela implique une fonction anti-
inflammatoire du HSP60 sur les macrophages avec une polarisation de type M2 (anti-inflammatoire).

5.4.4. Action de HSP60 sur les Lymphocytes T
L'action de HSP60 sur les différents types de lymphocytes T (Figure 19) est tres intéressante. L'action des
lymphocytes T est basée sur la reconnaissance entre le soi et le non-soi. En fonction de cela, il induira une
cascade de signalisation de type anti-inflammatoire ou pro-inflammatoire respectivement. L’action de HSP60
sur les lymphocytes T s’accompagne d’une inhibition de la réponse immunitaire :

- HSP60 joue un réle dans l'activation et la prolifération de lymphocytes T régulateurs impliqués dans
I'inhibition du systéme immunitaire et présents souvent lors d’une rémission suite a un stress
cellulaire. Avec l'activation des lymphocytes T régulateurs intervient également l'inhibition des
lymphocytes T cytotoxiques [341,342].

- HSP60 agit également au niveau des lymphocytes T gamma delta (LTyS), lymphocytes non
conventionnels, a cheval entre I'immunité innée et I'immunité adaptative. lls sont les premiers activés
lors d’une infection virale ou bactérienne, induisant une réponse pro-inflammatoire. HSP60 induirait
un phénomene d’apoptose chez les cellules LTy [343].

- HSP60 agit également au niveau des lymphocytes T auxiliaires appelés aussi lymphocytes T helper. lls
aident et régulent les autres fonctions lymphocytaires. Il a été montré que lors d’une réponse
immunitaire qui induisait 'augmentation de I'expression et de la sécrétion de HSP60 de maniere
active, cela conduisait a la conversion des lymphocytes T naifs en lymphocytes T auxiliaires [344]. De
plus HSP60 induit un profil d’expression de cytokines IL-4 et IL-10, et oriente donc les lymphocytes T
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auxiliaires vers le type de lymphocyte Th2 [345,346] dit anti-inflammatoire. De plus il a été démontré
que cette action de régulation de HSP60 vers le Th2 passe par le récepteur TLR2 [240].

Néanmoins cela est a nuancer en fonction de la source de HSP60. L’action de GroEL sur des cellules humaines
de lymphocyte T auxiliaire est totalement différente. GroEL induit I'orientation des lymphocytes vers le type
Thl, avec la production d’IFN-y [346] dit pro-inflammatoire, ainsi que I'activation des lymphocytes T
cytotoxiques et des LTyb. Cette différence peut s’expliquer par la présence des protéines exogénes, donc une
réponse immunitaire par du non soi, plutot que GroEL lui-méme.

HSP60 est capable également d’activer les lymphocytes B. Cela conduit a la prolifération des Lymphocytes B,
I'induction de molécules de co-stimulation (CD40, CMH 1l, ...) et la production de cytokine de type Th2 (IL-10)
[240]. De plus, une diminution de I'apoptose des lymphocytes B a été observée suite a la stimulation par
HSP60 [347], en concordance avec I'augmentation de la prolifération. HSP60 se positionne ainsi entre un effet
pro- et anti-inflammatoire. Il est intéressant de noter que la stimulation des lymphocytes B par GroEL, ou
HSP60 du non-soi, ne conduit pas a la prolifération des lymphocytes B [240].

La capacité anti-inflammatoire de HSP60 a principalement été remarquée en lien avec les lymphocytes T et B.
Les lymphocytes seraient ainsi le type cellulaire permettant le basculement entre pro- et anti-inflammatoire.
La réponse immunitaire serait ainsi un rapport pro- et anti-inflammatoire de HSP60 dont les controleurs du
systéme en faveur de I'un ou de I'autre, seront les lymphocytes T et les lymphocytes B.
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Figure 19. La différentiation des lymphocytes T.

5.5.HSP60 inflammation et LPS

HSP60 est connue pour interagir avec le LPS, la région spécifique de cette interaction est située entre les
acides aminés 351 et 370 [348]. Toutefois HSP60 peut induire une stimulation immunitaire par différents
mécanismes de maniére dépendante ou indépendante au LPS. L'effet cytokine de HSP60 est similaire a I'effet
du LPS et des lipoprotéines bactériennes. Il est important de souligner que les protéines HSP60 recombinantes
bactériennes et humaines sont produites dans des Escherichia coli, la préparation finale peut donc étre
contaminée par des produits de bactéries. Il est intéressant de faire le rapprochement entre les récepteurs de
HSP60 et ceux du LPS qui sont les mémes, TLR4 et son corécepteur CD14, et également TLR2 dans certains cas.
Il a été mis en avant que les propriétés pro-inflammatoires de HSP60, seraient dues a I'effet du LPS [349].
Cette question de la présence de contaminant par du LPS ou des molécules associées aux bactéries s’est posée
dans tous les cas de la famille des HSP [240,240].

Différentes techniques pour montrer I'absence de LPS dans les préparations de HSP60 ont été mises en place.
La premiére s’appuie sur la différence de résistance a la température, le LPS étant plus résistant a des
températures élevées que HSP60. Les chercheurs ont également utilisé I'activité inhibitrice de la polymyxine B
pour le LPS [240,350,351]. Des études plus rares font état de I'utilisation d’anticorps bloquants, anti-HSP60

56



[240,352]. Suite a ces traitements les chercheurs ont supposé que les préparations de HSP60 étaient exemptes
de LPS.

Ces critéres d’absence de LPS ont été réfuté par le fait que LPS et les autres contaminants peuvent aussi étre
dégradés et perdre leur activité cytokine par de fortes températures. Donc le fait d’inactiver par la
température HSP60 inactive aussi le LPS, et donc que I'activité cytokine de HSP60 est due au LPS. En plus de la
contamination par du LPS d’autres molécules associées au LPS peuvent également étre impliquées dans cette
réponse inflammatoire qui sont elles aussi inactivées par la température [353]. Cela vient également remettre
en cause |'action de la polymyxine B. Si d’autres contaminants que le LPS sont présents dans les préparations,
I'utilisation de la polymyxine B n’aura aucun effet ou un effet partiel sur la diminution de la propriété pro
inflammatoire de HSP60 [240,350,353].

Un autre critére renforgant cette idée est basé sur les concentrations utilisées par les chercheurs. Le LPS est
trés réactif, quelques centaines de pg.mL" suffisent pour induire une réponse inflammatoire des monocytes et
macrophages. Ainsi une faible contamination pourrait étre responsable de cette activité pro inflammatoire,
cela a été vérifié avec HSP70 [354]. Donc le fait d’utiliser de la protéine HSP60 avec méme trés peu de LPS
présent serait suffisant pour induire une réponse inflammatoire.

L’action de HSP60 purifiée sur les monocytes/macrophages a été par la suite plus précise, les chercheurs ont
démontré une absence d’activité inflammatoire et une incapacité a activer des cellules immunitaires
[353,355]. Néanmoins, il a été vu qu’un prétraitement avec du HSP60 pure entraine une réponse
inflammatoire plus importante qu’un traitement avec du LPS seul sur les monocytes/macrophages [356]. Cela
montre que HSP60 agit au niveau des monocytes/macrophages mais dans une autre voie.

Il est intéressant de noter que ces protéines HSP60 sans aucun LPS et contaminant conservent leur activité
chaperonne et I'activité ATPase [353], et donc que I'absence de I'activité cytokine observée n’est pas due a
une protéine non fonctionnelle ou un probléme de purification.

Contrairement aux monocytes/macrophages, I'activation des lymphocytes T est possible en présence de
HSP60 contaminée ou non par des endotoxines [357]. De plus I'activation des lymphocytes T par HSP60 ne
passe pas par le récepteur TLR4 et MyD88 [358]. Lors de I'activation par HSP60 les lymphocytes T produisent
de I'INF-a, alors que celui-ci n’est pas produit dans les cas ou HSP60 est contaminée par du LPS. Il a été montré
que I'INF-a était important dans la régulation de la réponse immunitaire [359]. HSP60 induit ainsi une grande
variété de réponses immunitaires en fonction des cellules impliquées (Figure 20).

L’action du LPS dans la fonction cytokine de HSP60 est également a prendre en compte d’un point de vue du
systeme immunitaire. Une infection bactérienne entraine une libération de HSP60 capable d’interagir avec le
LPS des bactéries présents. Cela facilitera la reconnaissance des microbes en diminuant le seuil de détection
des PAMP. HSP60 a de plus un effet synergique sur le LPS, ni les préparations de HSP60 hautement purifiées ni
le LPS seul a des concentrations correspondant a celles trouvées dans des préparations HSP60 contaminées ne
peuvent induire une production de cytokine pro-inflammatoire équivalente aux préparations HSP60
contaminées [349,360]. HSP10 serait capable d’inhiber la réponse inflammatoire du LPS, et cela via
I'interaction avec HSP60 [240].
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Figure 20. Réponse immunitaire différentielle de HSP60.

5.6.Conclusion

Les protéines de la famille HSP60 sont impliquées dans la réponse cellulaire suite a un choc thermique. Ces
protéines ont des fonctions différentes selon leur localisation. Dans la cellule, HSP60 est connue
principalement pour son role de chaperonne, mais elle est aussi impliquée dans I'apoptose. On la retrouve au
niveau membranaire, a la suite de I'apoptose favorisant ainsi la phagocytose des corps apoptotiques ; ou a la
suite d’un stress favorisant I'adhésion des cellules immunitaires. Dans le milieu extracellulaire, HSP60 a une
influence sur le systeme immunitaire. De nombreuses études ont montré la capacité pro-inflammatoire de
HSP60. Les derniéres découvertes ont mis en évidence que cette activité nécessite également la présence
d’autres facteurs inflammatoires comme le LPS. Cependant dans des conditions physiologiques normales,
HSP60 endogéne peut avoir des propriétés anti-inflammatoires. D’un point de vue cellulaire cette activité anti-
inflammatoire a été principalement décrite dans les cas des lymphocytes T et dans une moindre mesure des
lymphocytes B et des macrophages. L’action pro-inflammatoire de HSP60 a pu quant a elle étre observée dans
de nombreux autres types cellulaires spécialisés ou non. Les lymphocytes T joueraient un rdle prépondérant
dans I'action immunitaire de HSP60. HSP10 a également montré une activité inhibitrice de I'inflammation via
son interaction avec HSP60. HSP60 fait partie d’un réseau complexe au sein du systéme immunitaire
permettant la régulation et la résolution d’événements inflammatoires.
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6. CD93 un potentiel nouveau récepteur de la famille des CLR

6.1.Introduction

CD93 fait partie de la grande famille des lectines de type C dans laquelle on retrouve les CLRs (C-type lectin
receptors). Les lectines de type C sont des récepteurs impliqués dans un large éventail de fonctions, par
exemple, I'adhérence cellule-cellule et I'apoptose [19], mais également dans de nombreuses fonctions du
systéme immunitaire, telles que la reconnaissance des agents pathogenes, I'inflammation, et I'immunité [361].
Elles sont également impliquées dans la reconnaissance des cellules infectées par des virus [362]. Les CLRs
contiennent un domaine de liaison aux glucides capable d’interagir avec les glucides des virus, bactéries et
champignons. Ce domaine nécessite également la fixation du calcium. En général, la nature exacte des ligands
de ces CLRs est inconnue [16].

Dans la réponse inflammatoire, différents mécanismes impliquant les lectines de type C sont requis pour
recruter les éléments de défense au niveau du site d’inflammation. Les lectines de type C interviennent
surtout dans la fixation de cellules immunitaires au niveau d’un tissu enflammé. Les lectines de type C
possédent au moins un domaine CTLD (C-type lectin-like domain).

Les protéines contenant un domaine CTLD ont été triées de deux facons différentes. Dans une premiere
approche, les séquences des CTLD sont comparées, et les groupes sont établis en fonction de |'analyse par
« cluster ». Dans une deuxiéme approche, les protéines sont triées en fonction de I'organisation structurale de
leurs domaines. Les deux approches donnent essentiellement les mémes résultats, indiquant que les membres
de chaque groupe sont issus d'un ancétre commun, qui avait déja acquis I'architecture du domaine et qui est
caractéristique du groupe. Une premiere classification des lectines de type C a été faite par Drickamer et al.
d’abord en 7 sous-groupes (I a VII) [363]. Cette classification a par la suite été mise a jour en 2002, rajoutant 7
autres groupes (VII a XIV) [364]. Plus récemment, trois autres sous-groupes ont été ajoutés (XV a XVII) [365],
chaque groupe possédant une organisation structurelle spécifique.

CD93 fait partie des lectines de type C du groupe 14 qui contient 4 membres : CD93 (C1gRp, AA4 antigéne),
I’endosialine (CD248), la thrombomodulin (TM, CD141), et Clec14A (Figure 21). Cette famille constitue un cas
particulier des lectines de type C, car c’est la seule qui ne requiert pas la fixation du calcium.

Les genes de ces protéines sont paralogues. lls sont issus d’'un méme gene ancestral qui se serait dupliqué,
transloqué, et aurait dérivé pour ainsi avoir des fonctions différentes. L’évolution au sein de ce géne ancestral
peut se voir au niveau du nombre de domaines EGF (Epidermal Growth Factor). Ce domaine peut avoir été
ainsi dupliqué ou supprimé. En raison de leur forte homologie et leur proximité sur le chromosome 20, les
genes de CD93 et de TM sont le résultat de duplication [366], et sont plus proches phylogénétiquement I'un de
I'autre que des autres, une fonction commune peut étre ainsi envisagée.

CD93 a initialement été découvert sous le nom de C1gRp ou AA4. Les homologues de CD93 chez les souris et
rats sont appelés AA4, et possedent une forte homologie de séquence : 70% d’homologie entre humain et
souris [367,368], 67% entre humain et rat et 87% entre souris et rat [369]. CD93 a été initialement découvert
comme étant le récepteur pour le complément Clg d’ou son nom initial de C1gRp [370—372]. Aujourd’hui des
études ont démontré que CD93 ne se lie pas au Clq [373—375], l'utilisation de ce nom ClgRp a été ainsi
abrogée pour donner place a CD93.
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Différents types de cellules expriment abondamment CD93. On le retrouve aussi au niveau des cellules
souches [376]. Son expression est toutefois plus importante dans les cellules endothéliales et les cellules de Ia
lignée myéloide (granulocytes, plaquettes et monocytes/macrophages principalement) [374,377] et de
maniere plus ponctuelle dans la lignée lymphoide. Néanmoins tous les macrophages n’expriment pas CD93,
c’est le cas par exemple de ceux résidant dans le tissu [366]. Certain cas de lignée lymphoide peuvent aussi
exprimer CD93 (NK, lymphocyte T et B) mais dans certaines conditions [366,369]. CD93 est aussi connu pour
étre impliqué dans I'adhésion, la phagocytose et I'angiogenése.

6.2.Structure

CD93, dont la structure a été étudié en 1987 [371], est une protéine membranaire de type 1, c'est-a-dire avec
une seule traversée membranaire. Elle comporte un domaine lectine de type C (CTLD) aussi appelé domaine
de reconnaissance des carbohydrates. La protéine comporte également un domaine sushi, 5 domaines EGF,
un domaine mucine-like fortement glycosylé, ainsi qu’un domaine transmembranaire et une courte queue
intra cellulaire portant un domaine tyrosine kinase [378—380]. La partie intracellulaire de la protéine interagit
avec la moésine, qui est a l'interface entre les protéines de surface et le cytosquelette, et participe au
remodelage du cytosquelette (Figure 21).

CD93 peut étre présent sous forme membranaire et sous forme soluble (sCD93) ; la forme soluble est une
partie tronquée de la forme membranaire [381].

La partie codante de ’'ARNm du géne CD93 mesure 1959pb, il en résulte une protéine de 652aa. Les ponts
disulfures connus présents dans cette protéine sont ceux des 5 domaines EGF comportant chacun 3 ponts
disulfures et le pont disulfure du profil du CTLD entre la position 141 et 165. La masse moléculaire prédite
pour CD93 est de 68 kDa et sa migration relative sur gel SDS-PAGE sous condition réduite est de 126kDa, cette
différence est due a sa forte glycosylation. CD93 est en effet une protéine fortement O-glycosylée [382]. Ces
glycosylations permettent de stabiliser la protéine a la surface des cellules, et dans le cas d’une diminution de
cette glycosylation, elle se retrouve préférentiellement sous forme soluble [383].
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Figure 21. Structure de CD93 et de sa famille (CD2148, CD141 et Clec14A).

6.3.CD93 soluble

CD93 présent a la surface des cellules, principalement des monocytes et neutrophiles, est hydrolysé en
réponse a un signal de danger. La libération de CD93 est induite par des métalloprotéinases (MMP). Cette
réponse se fait rapidement suite une stimulation (environ 20 minutes) [381]. Les protéines kinases C ont
également montré une activité de clivage de CD93 [384]. Ce mécanisme de clivage de protéines membranaires
par des MMP, qui par la suite induit différentes activités biologiques, est trés répandu, c’est par exemple le cas
pour le TNF-a [385], CD44 [386,387], ou encore la L-sélectine [388,389]. D’ailleurs, ce mécanisme de sécrétion
est également retrouvé chez un autre membre de la famille, la T™M [390,391].

La forme sCD93 se retrouve dans le plasma de personnes saines [381], toutefois les concentrations de sCD93
sont plus importantes chez les personnes atteintes de maladies inflammatoires. Cependant, il est impossible
de savoir si la libération de sCD93 a une fonction spécifique dans le milieu extracellulaire, ou si la libération de
ce fragment est de permettre au reste intracellulaire d’induire une répondre face a un stress cellulaire.

6.4.CD93 et ses fonctions
Les recherches récentes ont montré que CD93 pourrait étre impliqué dans I'angiogenése [392]. On a montré
que CD93 était exprimé cette des le début de I'embryogénése, et au niveau des cellules souches
hématopoiétiques [380].

61



6.4.1. Hématopoiese
CD93 est impliqué dans le développement et la maturation des cellules hématopoiétiques (Figure 22). On le
retrouve au niveau des PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell), (lymphocyte, monocyte et granulocyte). Il
est présent deés les premiers stades de I'hématopoiese et est exprimé par les cellules souches
hématopoiétiques, et également au sein des lignées myéloide et lymphoide [376,378] :

- Lignée myéloide : I'expression de CD93 a la surface des cellules de la lignée myéloide, se passe du
début de I'hématopoiése jusqu'au stade de la cellule différenciée: monocytes/macrophages,
plaquettes et granulocytes [374]. Néanmoins lors de I'activation de ces cellules et sur les macrophages
résidant dans les tissus, la protéine n’est plus retrouvée a la surface de ces cellules [377].

- Lignée lymphoide : au cours de la différenciation des cellules de la lignée lymphoide, CD93 joue un role
au début de la maturation de ces cellules. La présence de CD93 a été décrite sur les lymphocytes T
immatures, mais pas dans les lymphocytes présents dans la circulation [393]. Au cours de la
maturation des lymphocytes B, un taux important de CD93 est retrouvé au début du processus chez
les pré-cellules B, juste avant d’étre diminué lors de I'entrée des pré-cellules B dans la rate [394].
Toutefois il n’est pas présent chez les lymphocytes B circulants. De plus CD93 serait ré-exprimé durant
la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes [395]. En effet, CD93 est fortement exprimé par
les plasmocytes a longue durée de vie. Des chercheurs ont également montré que I'absence de CD93
entraine une inefficacité dans le maintien de la production d’anticorps. Ceci est en relation directe
avec la diminution du nombre de plasmocytes et surtout de plasmocyte a longue durée de vie dans la
moelle osseuse des souris CD93 KO. De plus, ces chercheurs ont mis en évidence que lors de la
différenciation des lymphocytes B en plasmocytes, CD93 était important pour le maintien des
plasmocytes dans la moelle osseuse.

Il est intéressant de noter qu’une forte proportion de CD93 est retrouvée sur les lymphocytes de nouveau nés
(60%), I'expression de CD93 diminue au cours du développement de I'enfant (27%) a I'adulte (3%). Le taux
d’expression de CD93 a la surface des monocytes (92%) et des granulocytes (85%) lui n’est pas étre modulé au
cours du développement [396]. Il n’y a également pas de modulation du taux de sCD93 dans le sang.
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6.4.2. Angiogenese

CD93 est principalement présent dans I'endothélium vasculaire et cardiaque dés le 9émejour d’embryogénese.
Il est ensuite présent durant le remodelage de I'arbre vasculaire dans tous les organes. Il est exprimé
spécifiqguement durant le modelage des vaisseaux sanguins. Ceci montre que CD93 est impliqué dans la
formation de nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux préexistants (lI’angiogenése) et non pas dans la création
de nouveau vaisseaux a partir de précurseur de cellules endothéliales (vasculogénese) [380]. Des études ont
montré que les 5 domaines EGF présents dans la structure de CD93 sont principalement impliqués dans son
activité angiogénique et que le CTLD n’a aucun effet sur cette activité, au contraire il diminuerait cet effet
[392]. L'implication des domaines EGF dans la prolifération de cellules a également été montrée pour la
thrombomodulin [397]. Néanmoins les souris CD93 KO ne présentent pas de développement anormal des
vaisseaux sanguins [375], ce qui suggere que CD93 n’est pas essentiel dans I'angiogenése et le développement
embryonnaire. D’autres protéines possédant des domaines EGF peuvent compenser I'absence de CD93
(comme la TM).

CD93 est lié a I'angiogenese, et I'angiogenese est liée au développement et a la prolifération des cancers. Il
existe une corrélation entre le taux de CD93 et la sévérité des cancers [398] montrant une quantité plus faible
de CD93 dans le sang des patients atteints de cancer [399]. CD93 aide a la formation de nouveaux vaisseaux au
sein de la tumeur. L'utilisation d’anticorps anti-CD93 comme inhibiteur de tumeur a également fait I'objet de
différentes études. L'utilisation d’anticorps anti-CD93 conduit a une diminution de la prolifération, de la
migration et a I'apparition de nouveaux vaisseaux [400].

A ce jour, on ne connait aucun ligand de la forme membranaire de CD93 ni aucun récepteur pour la forme
soluble de CD93. Une étude récente a mis en avant une interaction possible entre le CD93 et le dystroglycane
(DG) [401]. DG est une protéine impliquée dans I'adhésion des cellules a la matrice extra cellulaire et dans
I’'angiogenése [402]. L'expression de DG dans les cellules endothéliales est augmentée lors de I'angiogeneése et
diminuée dans les cellules endothéliales différenciées ou quiescentes. DG est également surexprimé dans les
tumeurs et les tissus enflammés [403,404]. Les chercheurs ont montré que CD93 et DG agissaient ensemble
pour I'adhésion et la migration des cellules. De plus, I'absence de I'un entraine une surexpression de I'autre,
ceci dans I’hypothése de compenser les effets de la diminution de I'adhésion [401]. Aussi, ces chercheurs ont
mis en évidence un systéme de régulation de CD93 par sa phosphorylation conduisant a I'adhésion et la
migration des cellules endothéliales.

6.4.3. Adhésion cellulaire
Un mécanisme important dans I'angiogenese et ’hématopoiese est I'adhésion cellulaire. La présence de CD93
au niveau de la surface des cellules endothéliales peut jouer un réle dans la régulation de I'adhésion cellulaire
et dans le maintien des cellules. Les expériences menées suggerent que CD93 peut étre impliqué dans
I’adhésion cellulaire lors de I’hématopoiese lorsque les cellules migrent dans les tissus pour leur maturation
[395] et lors de I'angiogenese, en facilitant I'adhésion cellulaire des cellules endothéliales pour le
développement des vaisseaux sanguins [366,380,398]. Des études ont montré que CD93 est essentiel dans :

- le contact entre cellules ou entre cellules et matrice extracellulaire,
- la migration cellulaire et la formation des vaisseaux sanguins.

Bien que CD93 posséde au niveau de ses domaines EGF un site de fixation du Ca®", il semblerait que le Ca** ne
soit pas nécessaire pour la liaison avec les cellules endothéliales [373].
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D’autres études ont mis en lumiere la fonction de protéines d’adhésion pour CD93. En effet, lorsque des
anticorps sont utilisés contre la partie CTLD de CD93 (mNI-11), on observe une agrégation des monocytes
[405] et une augmentation de I'adhésion et de la prolifération cellulaire sur des cellules endothéliales [406].
Cela suggere que I'expression de CD93 sur les cellules endothéliales peut jouer un réle dans la régulation de
I’adhésion et le maintien des cellules inflammatoires [366,373,377].

Les premiéres expériences ont révélé que CD93 peut étre impliqué dans une redistribution du cytosquelette
d'actine. Des chercheurs ont démontré que la partie intracellulaire de CD93 était capable de se lier a la
moésine [407]. Aussi, la liaison de protéines de la membrane plasmique au cytosquelette par la moésine
contribue a la redistribution du cytosquelette, ce qui est essentiel pour la phagocytose, la migration et
I’'adhésion [408]. Ceci pourrait expliquer la diminution de la migration et de I'adhésion cellulaire observée chez
les souris CD93 KO. De maniere similaire, la TM contréle également la morphologie et la migration des cellules
épithéliales via ces mémes types de protéines [409].

6.4.4. Phagocytose

La régulation de la phagocytose par CD93 est une fonction essentielle pour le développement, la réparation et
le maintien de I'homéostasie tissulaire. CD93 intervient dans le nettoyage des cellules apoptotiques, en
augmentant la phagocytose des macrophages [371,375]. CD93 était initialement connu pour étre le récepteur
de Clq et Clq est connu pour son activité phagocytique [410]. Il a été supposé que I'activité phagocytique de
Clq nécessitait CD93 comme récepteur, mais des études ont montré que CD93 n’est pas requis pour l'activité
phagocytose de Clq [375]. Néanmoins il est décrit que CD93 intervient de maniére indirecte dans I'activité
hémolytique de C1g, mais son action exacte n’est pas encore connue [411].

Les macrophages des souris CD93 KO ont des capacités de phagocytose réduites in vivo mais pas in vitro [375].
Les conditions d’analyse entre les expériences in vitro sont différentes de celles de I'expérience in vivo,
principalement sur le fait de la mise en culture des macrophages qui peuvent induire une activation préalable
de ces cellules. De plus, cette différence peut étre expliquée par la redondance et la complexité des
mécanismes mis en place pour la reconnaissance et la capture des cellules apoptotiques par les macrophages
[412,413].

Du fait de la fonction de CD93 dans la modulation du cytosquelette via son interaction avec la moésine [407],
I'implication de cette interaction dans la phagocytose peut également étre mise en avant [408]. La partie
intracellulaire de CD93 interagit également avec la GIPC (GAIP interacting protein, C terminus). La GIPC, une
protéine intra-cellulaire, souvent en association avec d’autres protéines, est impliquée principalement dans la
stabilisation des protéines transmembranaires ou cytosoliques [414—-417]. Cette interaction est connue pour
avoir un réle dans la modulation de la phagocytose [418]. L'interaction de la partie intracellulaire de CD93 avec
ces deux protéines pourrait expliquer la diminution de la phagocytose observée chez les souris CD93 KO.

Cette partie intracellulaire de CD93 serait ainsi importante pour la transduction du signal pour permettre la
modulation de la phagocytose. D’autres études ont montré que le blocage de cette partie intracellulaire de
CD93 par des anticorps conduisait a une inhibition de la phagocytose des macrophages[368,419].

CD93 pourrait ainsi agir en faisant la liaison entre les cellules apoptotiques et les macrophages, comme
démontré pour Clq et ses récepteurs [420,421]. En effet, cela induirait une modulation au niveau de la partie
intra-cellulaire de CD93, conduisant a la mise en place des mécanismes de phagocytose. Cependant, le
mécanisme exact de I’action de phagocytose de CD93 n’est pas défini.
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6.5.CD93 et LPS dans I'inflammation
Les phénomeénes inflammatoires observés par exemple en présence de TNF-a ou de LPS sont capables
d’induire I'expression de CD93 [384] et le clivage de CD93 membranaire [381,411]. Il est montré également
qgue la forme soluble de CD93 est élevée durant I'inflammation [422].

Les premieres expériences ex vivo ont révélé que les neutrophiles et les macrophages sont la source
prédominante de sCD93, lorsqu’on récupeére ces cellules en culture suivie d’une stimulation par des facteurs
inflammatoires. Dans les macrophages activés, le clivage de CD93 ne se fait que dans les conditions
inflammatoires et non pas en condition normale [422]. Néanmoins, la méme équipe a montré, quelques
années plus tard, que la source prédominante de sCD93 étaient les cellules endothéliales, et cela sur un méme
modele de péritonite chez des souris Wild Type ou CD93 KO mais cette fois in vivo [411]. Cependant, le clivage
de CD93 dans des conditions inflammatoires est bien connu, mais son action n’est pas bien décrite.

Des études ont montré une activité anti-inflammatoire du domaine CTLD de CD93, comme pour TM. Différents
groupes ont remarqué que le TM possede des capacités anti-inflammatoires et que cette capacité anti-
inflammatoire était principalement due au domaine CTLD [423,424]. Ce domaine est capable de séquestrer le
LPS [423] et HMGB1 [425] et de diminuer I'action du complément [426]. De plus, dans une autre étude CD93
est décrit comme un régulateur de I'inflammation. Chez des souris CD93 KO, dans lesquelles on a induit une
ischémie cérébrale, on observe une augmentation de l'infiltration de leucocytes, une augmentation de
I'inflammation et la destruction des tissus du cerveau [427]. Les chercheurs ont émis I’hypothese que CD93
pourrait avoir pour effet de diminuer I'inflammation.

L'action de sCD93 a également été notée dans I'activation et la différenciation des monocytes en
macrophages, avec une augmentation de I'adhérence, une modification morphologique et une augmentation
de la phagocytose des monocytes [428]. De plus, le prétraitement des monocytes avec du sCD93, conduit a
une réponse inflammatoire plus importante que lors d’'une stimulation par des ligands de TLR comme le LPS.

Des chercheurs ont émis I'hypothése que la différence entre ces études peut étre expliquée par des
différences de pathologie. Il existe des variations entre une réponse inflammatoire suite a une agression
extérieure comme un pathogéne ou du LPS (non-soi), et une réponse inflammatoire de type stérile (soi). Ainsi,
CD93 peut induire des réponses inflammatoires différentes selon le type d’agression [428].

6.6.Conclusion
CD93 est une protéine membranaire exprimée principalement par les cellules endothéliales et les cellules de la
lignée myéloide. Néanmoins elle peut étre clivée et se présenter sous forme soluble, sCD93. Elle joue un role
dans I'adhésion cellulaire, la phagocytose, ’hématopoiese et I'angiogenese. L'expression et le clivage de CD93
augmentent suite a l'induction d’une inflammation. sCD93 est capable d’induire une activation et une
différenciation des monocytes en macrophages. De plus I'absence de CD93 entraine un déréglement de la
phagocytose et donc un déreglement de I’'homéostasie tissulaire.
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7. Les DAMP dans les maladies inflammatoires chroniques

7.1.HMGB1 dans les maladies inflammatoires
De nombreuses études ont montré I'implication de HMGB1 dans des pathologies liées a des conditions
inflammatoires [145]. Ces pathologies sont souvent liées a la nécrose, |'apoptose ou [l'activation de
monocytes/macrophages, conduisant a la libération de HMGB1.

Différentes stratégies de lutte contre les propriétés pro-inflammatoires de HMGB1 ont été mises en place
[145], par 'utilisation :

- d’anticorps anti-HMGB1 [429-432],

- dudomaine Box-A [220,433,434],

- durécepteur soluble de RAGE (sRAGE) [435,436],
- dela Thrombomoduline (TM) [437-440],

- de glycyrrhizine [441,442],

Toutes ces stratégies visent a interagir avec HMGB1 et le bloquer [442-444]. Une autre technique est la
rétention de HMGB1 dans la cellule [445—-448].

7.1.1. Athérosclérose

HMGB1 est connu pour étre impliqué dans l'athérosclérose. Dans les plaques d’athérome, HMGB1 est
surexprimé et libéré par de nombreux types de cellules comme les cellules de muscles lisses, les cellules
endothéliales, les cellules spumeuses, les macrophages et les plaquettes activés [449,450]. HMGB1 intervient
dans la formation de la plaque dans les premiers stades de développement de la maladie, en stimulant la
migration et I'activation des monocytes, et en modulant I'expression de médiateur pro-inflammatoire. De plus
HMGB1 agirait également au niveau des autres cellules du corps, en induisant la production de cytokines pro-
inflammatoires. HMGB1 provoque aussi I'expression de protéines d’adhésion ICAM et VCAM chez des cellules
endothéliales [451,452], favorisant I'adhésion de cellules immunitaires. HMGB1 libéré et présent sur les
plaquettes activées contribue a I'adhérence des plaquettes aux cellules endothéliales et donc a la formation de
thrombus [177]. Les cellules musculaires lisses proliferent a la suite d’'une stimulation par du HMGB1 [453]
favorisant la encore la formation du thrombus.

Dans un modeéle murin d’athérosclérose, les souris Apo-E KO, HMGB1 et RAGE interviennent directement dans
la formation de plaques d’athérome [454-456]. Il existe également une corrélation entre le taux de HMGB1
présent dans le sang et la sévérité de la maladie [457].

D’autres études ont montré que la teneur en HMGB1 était plus élevée suite a un infarctus du myocarde. Un
taux élevé coincide avec les complications les plus graves comme la mort [458]. Sur un modele murin, I'ajout
de HMGBI1 suite a un infarctus entraine une forte inflammation et un effet délétere sur la réparation tissulaire
[459,460]. Néanmoins, I'inhibition totale de HMGB1 entraine une réparation plus lente et affaiblie [461]. De
plus, certains chercheurs ont montré que I'ajout de faible dose de HMGB1 entraine un effet régénératif du
tissu touché [204,461-463]. Nous pouvons conclure que l'effet de HMGB1 dépend des conditions et de sa
concentration [464]. Ainsi, dans des concentrations normales, HMGB1 aide a un rétablissement et une
réparation du tissu, et en concentration trop élevée sa présence devient délétere.
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7.1.2. Diabete et obésité
HMGB1 est connu pour étre impliqué également dans les pathologies du diabéte et de I'obésité. Différentes
études de population ont montré un lien direct entre HMGB1 et le diabéte ou I'obésité.

L'obésité est connue pour étre associée a une inflammation basale due a un exces de tissu adipeux. Chez les
personnes obéses, le taux de HGMB1 et de cytokines pro-inflammatoires dans le sang est tres élevé [465,466].
Il existe une corrélation entre le taux de HMGB1 et les parametres corporels (IMC, rapport taille hanche)
[465,466]. Le taux de HMGBL1 et de cytokines inflammatoires produits par le tissu adipeux est plus important
chez les personnes obeses que chez les personnes normo-pondérées [467]. Dans ce tissu adipeux, les
adipocytes ne sont pas les seules cellules a produire ces facteurs inflammatoires, de nombreuses autres
cellules le peuvent comme les cellules endothéliales, les fibroblastes, et les cellules immunitaires. L'une des
principales cellules immunitaires productrices de HMGB1 sont les macrophages présents dans le tissu adipeux.
Ils sont connus pour étre une importante source de facteurs pro-inflammatoires et de HMGB1 [468]. Une
autre source de HMGB1 sont les cellules nécrotiques présentes au sein du tissu adipeux [468].

Chez les personnes diabétiques de type 1 ou 2, le taux de HGMB1 et de cytokines pro-inflammatoires dans le
sang est plus élevé [465,469]. De plus, une étude récente a montré que I'association du diabete et de I'obésité
conduit a un taux plus important de HMGB1 dans le sang [465]. Le glucose induit la production de HMGB1 et
de cytokines pro-inflammatoires. HMGB1 est fortement produit par les cellules B des ilots de Langerhans, et
ceci est encore plus important suite a une stimulation par du glucose [470]. Les récepteurs TLR4 et RAGE sont
impliqués dans ces phénomeénes [470,471]. De plus HMGB1 induirait la production de I'insuline par les cellules
B des flots de Langerhans [472]. Et a son tour l'insuline aurait pour effet de diminuer la quantité de HMGB1
dans le sang et dans le tissu adipeux de personnes obeses [472,473]. Ceci met en avant un systéme de
régulation de la production de HMGB1.

7.1.3. Maladie liée a I'arthrite

Dans un modeéle murin d’arthrite ou chez des patients atteints d’arthrite le taux de HMGB1 circulant est élevé.
De méme, il y a un fort taux de HMGB1 dans le liquide synovial autour de I'articulation des patients atteints
d’arthrite rhumatoide[474—-476]. lls ont montré que le HMGB1 présent était issu d’'une sécrétion active de
HMGB1 principalement, et ceci de maniére dépendante et non-dépendante de I'acétylation de HMGB1 au
niveau de son site NLS. Ils décrivent que les neutrophiles présents au niveau de I'articulation sont la source
préférentielle de HMGB1. Des chercheurs se sont intéressés tres récemment a la forme rédox de HMGB1
présente dans le liquide synoviale de ces patients [477]. Les 3 formes redox de HMGB1 se retrouvent dans le
liguide synoviale, décrivant ainsi les fonctions chimiokine et cytokine. C'est la seule étude disponible sur les
formes redox de HMGBI1 chez des patients.

Par ailleurs, I'injection de HMGB1 au niveau des articulations entraine I'apparition de I'arthrite [478]. Les
macrophages présents dans le liquide synovial, expriment de fagon plus importante les récepteurs TLR2, TLR4
et RAGE, et liberent des facteurs inflammatoires lorsqu’ils sont exposés a du HMGB1 [479]. Inversement ils
libérent du HMGBL1 lorsqu’on les stimule. HMGB1 pourrait également intervenir dans I'activation de facteur
dégradant le cartilage comme les métalloprotéinases et le plasminogene [480]. II-1f et son récepteur seraient
impliqués avec HMGB1, dans le développement de I'arthrite. En effet des souris KO pour le récepteur de IL-13
ne développent pas d’arthrite suite a une injection de HMGB1 [478]. De plus, les fibroblastes issus de patient
atteints d’arthrite, stimulés avec du HMGB1/IL-1B produisent plus de cytokines et de métalloprotéinase [481].
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De méme, les thérapies ciblant HMGB1 préviennent la progression de I'arthrite dans les modeéles animaux
[231,429,445,474].

7.2.HSP60 dans les maladies inflammatoires chroniques
HSP60 est impliquée dans de nombreuses maladies inflammatoires chroniques telles que les parodontites, le
diabete, les maladies cardiovasculaires et |'athérosclérose. HSP60 agirait comme stimulateur de
I'inflammation. Il est intéressant de noter que I'activité anti-inflammatoire de HSP60 aussi peut étre impliquée
dans certains cas de maladies inflammatoires chroniques.

7.2.1. L’athérosclérose
L'athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique de la paroi des vaisseaux sanguins. Les systémes
immunitaires inné et adaptatif sont impliqués dans le développement de cette pathologie. Une grande
implication des macrophages, des lymphocytes T et B a été décrite dans le développement de I'athérosclérose.

Dans les premiéres étapes de la formation des plaques d’athérome, les cellules endothéliales peuvent étre
stressées par des molécules HSP60 exogénes ou endogenes. Ce stress peut ainsi provenir du HSP60 présent
dans la circulation sanguine. Il a été décrit la présence de HSP60 a la surface des cellules endothéliales
stressées [240]. En effet, les cellules endothéliales stressées induiraient I'expression a leurs surfaces de la
protéine HSP60, et également d’autres molécules d’adhésions comme par exemple ICAM et VCAM conduisant
a la fixation de cellule immunitaire [240]. En plus de cela, HSP60 induit un processus inflammatoire conduisant
a la production de cytokines inflammatoires, aidant aussi au recrutement de cellules immunitaires [240].
HSP60 conduirait au final a la formation de cellules spumeuses [482].

Les lymphocytes T sont les premiers présents lors de la formation de plaque athérome, et sont trés fortement
impliqués dans son développement [483,484]. La encore, I'implication des lymphocytes T peut étre protecteur
selon le profil d’expression Th2 modulé par HSP60 [485—-487]. Les macrophages interviennent également dans
cette pathologie, HSP60 régule I'activité des macrophages en induisant la production de cytokines pro-
inflammatoires mais également de métalloprotéines (MMP), qui seraient responsables par la suite de la
rupture de la plaque.

Une des théories du développement de I'athérosclérose est I'implantation d’une inflammation du type auto-
immun. HSP60 a également été ciblée comme responsable de cette auto-immunité [482,488]. Ce concept
s’appuie sur le fait que des personnes saines possedent une immunité adaptative protectrice contre le HSP60
qui était initialement issu de bactérie ou de HSP60 du soi modifiée [482,488]. De plus, il a été découvert dans
les plaques d’athérome humain la présence de la protéine HSP60 de Chlamydia [331]. Une des explications
mise en avant est la grande similarité de structure entre les HSP60 humains et bactériens (GroEL). On pourrait
penser qu’il n’y aurait pas de forte réponse immunitaire lors de stimulations par GroEL chez 'Homme, alors
que, cette réponse immunitaire est trés forte, et que les anticorps contre le GroEL réagissent avec le HSP60
humain [489]. Ces anticorps dirigés contre HSP60 induisent une reconnaissance accrue au niveau des cellules
de I'endothélium activées, exprimant HSP60 a leur surface, favorisant ainsi le développement de plaque
d’athérome. De maniére générale les maladies auto-immunes sont souvent associées a la présence d’anticorps
anti-chaperonne.

Un autre facteur de risque dans le développement de I'athérosclérose est I'implication de parodontite. Trois
modes d’action plausibles ont été proposés pour expliquer ce lien: une action directe des bactéries
parodontales migrant jusqu’aux parois vasculaires par bactériémie, une action indirecte par les médiateurs de

69



I'inflammation, une action immuno-pathogene liée aux HSP. Les personnes atteintes de parodontites
présentent un taux élevé de HSP60 dans le sang [490]. Il est intéressant de noter que le taux de HSP10 chez
ces patients est faible, et qu’apres traitement de cette parodontite on observe une élévation de HSP10 [490].

7.2.2. Diabete et obésité

HSP60 est connue pour étre impliquée dans I'inflammation liée au tissu adipeux. HSP60 stimule les adipocytes
et induit la production de cytokines inflammatoires [335,491-493]. Ainsi, chez les personnes obéses, ou les
adipocytes sont plus nombreux et auto-enflammés [494,495], une concentration plus élevée de HSP60 est
observée dans le sang. De plus, il existe une corrélation entre I'indice de masse corporelle et le taux de HSP60
présent dans le plasma [496]. Le diabéte également est lié a un taux élevé de HSP60 présent dans le plasma
aussi bien pour le diabéte de type 1 [497—-499], que pour le diabéte de type 2 [498-500]. Ceci est observé dans
les cas de diabétes non associés a de I'obésité, mais I'obésité accentue le taux de HSP60. HSP60 est donc aussi
lié a la résistance a l'insuline [496]. L’hyperglycémie provoque I'augmentation de HSP60 et également
I'apoptose des cellules B [303]. L'action des lymphocytes T auto-immuns associée a HSP60 a également été
décrite dans les cas de destruction des cellules B pancréatiques [501], ce qui conduirait la encore au
développement du diabéte. Ici aussi I'implication des lymphocytes T est a prendre en compte suivant son profil
Th1 ou Th2. En effet, des études ont montré que la modulation des lymphocytes T par du HSP60 conduisant a
un profil Th2 induit une protection des cellules B [502,503], et donc a une protection contre le diabéete.

7.2.3. Maladies liées a I’arthrite

Il a été décrit que HSP60 était impliquée dans les maladies liées a I'arthrite. Il existe plusieurs modéles d’étude
d’arthrite chez les rongeurs dans lequel les symptémes ressemblent a celui de I'arthrite rhumatoide humaine.
Dans ces modeles on injecte un adjuvent souvent associé a des constituants de bactérie [504-506]. L'induction
de cette maladie est due a I'action du HSP60 de bactérie sur I'activation des lymphocytes T [349,507,508].
Certaines formes d’arthrites comme I’arthrite juvénile ont souvent des stades rémittents. La rémission est
associée a la présence de lymphocytes T ayant réagi au HSP60 du soi et conduisant a la production de
cytokines anti-inflammatoires, de type Th2 [509]. De plus, des lymphocytes T isolés, issus de patient atteint
d’arthrite rhumatoide, répondent a de I'HSP60 humain (du soi) en produisant des cytokines anti-
inflammatoires de type Th2, alors que stimulés avec de I’"HSP60 issue de bactérie (non-soi) ils induisent une
réponse pro-inflammatoire de type Thl [346]. Des observations similaires ont été faites sur des modeles
murins d’arthrite [510,511].

7.3.CD93 dans les maladies inflammatoires chroniques
Il existe un réle possible de CD93 dans les maladies inflammatoires chroniques. Les principales études menées
portent sur la relation entre le taux de sCD93 présent dans le sang des patients et certaines pathologies
inflammatoires comme les maladies coronariennes, I'arthrite rhumatoide et le diabéte. Néanmoins la fonction
exacte de CD93 dans ces pathologies n’est pas connue.

7.3.1. Athérosclérose
L'infarctus du myocarde est une manifestation clinique d’'une atteinte par de I'athérosclérose et de la
thrombose [512]. Deux événements majeurs de thrombose sont la rupture de plaque et I'érosion de
I’endothélium [513,514]. En effet, ceci est d( a la présence de plaques au niveau de |’artere coronaire. Dans un
premier temps, I'étude du gene CD93 a permis de mettre en évidence son association avec certain type de
maladie. Un polymorphisme du gene CD93 est associé a un risque accru d’infarctus du myocarde. Ce
polymorphisme de CD93 entraine une augmentation de sCD93 présent dans le sérum des patients, ainsi
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gu’une augmentation d’ARNm de CD93 des cellules mononucléaires du sang périphérique, et ceci lié a la
maladie coronarienne [515,516]. Une association entre le taux de sCD93 dans le plasma et l'infarctus du
myocarde, ainsi que le taux d’incidence de maladie coronarienne a été mise en évidence dans deux cohortes
indépendantes [517]. Ce taux de sCD93 était élevé chez les patients aprés un infarctus du myocarde, et ce taux
était associé a la gravité des signes cliniques [518]. De plus, il a été montré que suite a un infarctus, le clivage
de CD93 a la surface des monocytes était augmenté.

On peut ainsi émettre I’"hypothése que CD93 peut étre un marqueur de |'athérosclérose en se penchant sur le
role de CD93 dans I'immunité innée [378] et dans les conséquences liées a I’athérosclérose comme I'infarctus
du myocarde et les maladies coronariennes. Premiérement, CD93 est exprimé préférentiellement par les
cellules endothéliales et les monocytes/macrophages, connus pour participer a la mise en place et au
développement de I'athérosclérose [519,520]. L’activation de macrophages au niveau de la plague d’athérome
entraine la production de cytokines pro-inflammatoires ainsi que d’autres molécules entrainant la
déstabilisation et la rupture de cette plaque [513,514]. Deuxiémement, sCD93 entraine la différentiation des
monocytes en macrophages [428], entrainant une augmentation de la production de cytokines.
Troisiemement, CD93 est impliqué dans la phagocytose, processus important dans la progression de la
formation de plaque d’athérome [521,522]. Pour finir, CD93 est impliqué dans I'adhésion cellulaire et le
maintien des cellules immunitaires, processus également importants dans le développement de
I'athérosclérose [523].

7.3.2. Diabete

Récemment le gene codant CD93 a été identifié comme un potentiel régulateur des voies de signalisation
associées aux pathologies du diabete et de maladies cardiovasculaires [524]. Dans une étude trés récente, les
chercheurs se sont focalisés sur les effets de la diminution de I'expression de sCD93 en utilisant des souris
CD93*" [525], dans lesquelles ils observent une diminution d’environ deux fois du taux de sCD93 dans le sérum
des souris. Dans ce modele les chercheurs remarquent une diminution de la régulation métabolique. Les souris
ont plus de mal a réguler leur taux de glucose et d’insuline suite a un repas riche en gras. Cette étude montre
que la libération de sCD93 induite par un stress est altérée par I'hyperglycémie. De plus, ils observent la
présence de CD93 au niveau des ilots pancréatiques. Aussi, chez les souris CD93"" les vaisseaux sanguins
présents dans le pancréas sont plus perméables et fragiles. On peut néanmoins critiquer I'absence de test sur
des souris CD937". Cette équipe a également montré de maniére surprenante que la concentration de sCD93
est moins importante chez les personnes atteintes de diabéte de type 2.

7.3.3. Maladie liée a I'arthrite
Deux études [428,526] ont montré que le taux de sCD93 est élevé dans le sang de patients atteints d’arthrite
rhumatoide. Néanmoins aucune fonction n’est connue pour CD93 dans cette pathologie. Une des hypothéses
de cette augmentation de CD93 est son implication dans I'angiogenéese. L'angiogenése est connue pour
contribuer au développement de I'arthrite rhumatoide [527] et CD93 est augmentée lors de I'angiogenése.
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8. Conclusion

Depuis longtemps les chercheurs se sont concentrés uniguement sur le non-soi comme source de molécules
activatrices du systéme immunitaire, les PAMP. Il est maintenant démontré que des molécules endogénes
représentent également une source importante de molécules induisant une réponse immunitaire. De
nombreux mécanismes de signalisation des DAMP au sein du systéme immunitaire sont aujourd’hui décrits,
impliquant leurs modes de libération et leurs récepteurs. Toutefois le nombre de nouveaux DAMP et de
nouveaux récepteurs augmente chaque année, de méme pour leurs mécanismes impliqués dans le systeme
immunitaire.

8.1.Les PAMP
Le PAMP le plus connu et décrit dans la littérature aujourd’hui est le LPS, néanmoins il existe une grande
variété de LPS au sein du monde bactérien. Ajouté a cela, les différentes techniques d‘extraction et de
purification qui permettent d’obtenir du LPS mais également d’autres constituants de la bactérie, cela donne
un éventail d’effets biologiques sur le systtme immunitaire trés varié. La présence de récepteurs TLR et de
molécules accessoires est nécessaire pour fixer le LPS et induire la production de cytokines pro-
inflammatoires.

Un autre PAMP connu est ’ADN bactérien, plus précisément les motifs CpG (Cytosine-phosphate-Guanine) de
I’ADN bactérien. Les motifs CpG sont considérés comme des PAMP en raison de leur abondance dans les
génomes microbiens et de leur rareté dans les génomes de vertébrés. De plus chez les vertébrés, le motif CpG
lorsqu’il existe est trés souvent méthylé. En effet, lorsque ces motifs CpG ne sont pas méthylés, ils agissent
comme des immunostimulants [528]. Le PAMP CpG est reconnu par le récepteur TLR9 [529]. Aujourd’hui il
existe des séquences synthétiques appelées oligodésoxynucléotides CpG (ou CpG ODN), ce sont des molécules
courtes d'ADN synthétique monocaténaire qui contiennent différents motifs CpG. Certaines séquences
stimulent TLR9 différemment en fonction des variations dans le nombre et I'emplacement des diméres de
CpG, ainsi que des séquences flanquant les dimeres de CpG. Il existe donc différentes classes de CpG qui
possedent différentes activités sur le systéme immunitaire [530].

8.2.Les DAMP

HMGB1 et HSP60 sont deux protéines bien décrites dans la littérature pour leurs réles de DAMP. Elles ont
toutes les deux de grandes similitudes de fonctionnement. Elles exercent des réles différents en fonction de
leur localisation, intracellulaire ou extracellulaire. HMGB1 et HSP60 sont issues d’un compartiment
intracellulaire, noyau et mitochondrie respectivement, et sont libérées activement ou a la suite de nécrose ou
d’apoptose. Elles interviennent en dehors de la cellule sur le systeme immunitaire et participent a la réponse
inflammatoire stérile ainsi qu’a la réponse inflammatoire suite a une infection. Les derniéres découvertes
montrent que cette activité nécessite la présence d’autres facteurs inflammatoires comme le LPS. Ces
protéines font partie d’un réseau complexe au sein du systeme immunitaire permettant la régulation et la
résolution d’événements inflammatoires. Enfin, elles sont toutes les deux impliquées dans des pathologies
liges a des conditions inflammatoires.

8.3.L’association entre DAMP et PAMP
Des signaux de danger endogénes ou exogenes peuvent coopérer pour induire des réponses immunitaires.
Pour exemple, des études ont montré que HMGB1 peut se lier étroitement au LPS et amplifier son activité
biologique [223-226]. Certains DAMP peuvent potentialiser I'effet inflammatoire de certains PAMP en
interagissant avec son récepteur préférentiel et avec un second récepteur. Par exemple I’ADN sous la forme
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d’un complexe avec HMGB1 interagit avec RAGE et TLR9, alors que seul il ne peut se lier qu’a TLR9. Cette
association HMGB1-ADN permet d’augmenter I'activité de I’ADN [231].

Certains DAMP peuvent aider a la reconnaissance du LPS par les cellules immunitaires, comme par exemple
HMGB1. Il est intéressant de noter qu’aujourd’hui une nouvelle théorie sur l'installation de maladie
métabolique pourrait avoir pour origine le LPS qui agirait comme inducteur de I'inflammation.

Cette interaction entre les PAMP et les DAMP est trés importante pour le systeme immunitaire. Elle permet
d’augmenter I'efficacité de la réponse immunitaire, et également d’augmenter l'intensité de la réponse
immunitaire face a une agression par des pathogénes.

Des hypothéses proposent une différence biologique entre I'activation par les PAMP et DAMP. Bien qu'il existe
un certain chevauchement dans les mécanismes moléculaires, les DAMP et les PAMP possédent des
mécanismes d'action différents. Ainsi le LPS et HMGB1 sont tous les deux capables d’induire la production de
cytokines inflammatoires, mais HMGB1 est capable de surcroit d’induire la production de protéines anti-
apoptotiques (Bcl-XL) [174—176]. De méme pour HSP60, qui en plus de son pouvoir synergique en association
avec le LPS sur la production de cytokines inflammatoires, est capable d’induire la production de IFN [359].

8.4.Les PAMP et DAMP dans les cas de maladie inflammatoire.

La libération de DAMP peut aujourd’hui servir de marqueur dans la progression de maladies inflammatoires.
Les DAMP sont connus pour étre impliqués dans un grand nombre de maladies inflammatoires. La présence
de DAMP dans la circulation est retrouvée chez les patients atteints de maladies inflammatoires. Ainsi, le fait
de diminuer ou d’inhiber ces DAMP entraine souvent une amélioration des symptomes de la maladie.
Inversement I'ajout de DAMP a tendance a augmenter les symptomes des maladies inflammatoires dans des
modeles in vivo. Les DAMP et leurs récepteurs sont des cibles thérapeutiques potentielles dans le cas de ces
maladies [10]. Cependant, il est nécessaire de connaitre les mécanismes d’action exacts de ces DAMP pour
permettre le développement de thérapies ciblées ou méme de thérapies généralisées pour ces maladies
inflammatoires.

Les réactions immunitaires et inflammatoires aux infections incontrolées, peuvent étre a l'origine de
nombreuses maladies, parmi lesquelles les maladies rhumatoides, I'athérosclérose et le diabéete [531,532].
Différentes théories peuvent expliquer [Iinitiation de [linflammation chronique par une infection.
Effectivement, le maintien de I'inflammation peut provenir de la persistance du pathogene ou d’'un PAMP dans
I'hote a un niveau trés faible, qui induit une inflammation chronique. Par exemple dans les cas d’infection par
le virus du Chikungunya, le virus persiste au niveau des articulations et induit une inflammation chronique
rhumatoide [533]. Un second exemple est I'implication de la bactérie P.gingivalis dans l'installation de
nombreuses pathologies comme I'athérosclérose et la polyarthrite rhumatoide. La bactérie peut induire et
maintenir un état inflammatoire chronique [534]. Une autre hypothése est I'installation d’une auto-immunité
[535], par la mise en place d'un mimétisme moléculaire, I'altération des antigénes du soi qui les rendent
immunogenes, ou des lésions qui libérent des antigenes précédemment cachés. Par exemple dans le cas du
diabete une théorie supporte I'idée que le diabéte serait issu d’'une maladie auto-immune induite par une
infection virale [536,537]. Un autre point a prendre en considération est la potentielle implication des
interactions PAMP/DAMP/PRR dans I’étude des thérapies pour ces maladies inflammatoires.

Il ne faut toutefois pas oublier que les DAMP sont a I'origine dans la cellule et sont des molécules nécessaires a
la survie de I'organisme. Donc lors de la mise en place d’un éventuel traitement, il convient de cibler les DAMP
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dans leurs réles pathologiques sans entraver leurs fonctions initiales dans I'organisme. Les DAMP apparaissent
donc comme une épée a double tranchant. Bien qu'ils soient vitaux pour la réparation des tissus, ils jouent
également un role dans la pathogenése de nombreuses maladies inflammatoires. En fait, dans ces maladies,
des stimuli nuisibles causent des lésions tissulaires. Dans une tentative de guérison tissulaire, des réponses
inflammatoires sont initiées et générent des DAMP qui induisent une boucle autocrine d'inflammation. Ainsi,
comprendre pourquoi les mécanismes naturels qui initient I'inflammation induite par les DAMP n’arrivent pas
a un retour a la normale dans ces maladies, peut éclairer notre approche de l'ingénierie des thérapies ciblées
et efficaces congues pour atténuer l'inflammation.
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I[I. Objectif des travaux de these

Les maladies inflammatoires, caractérisées par le développement d’une inflammation persistante dans le
temps et causant des dommages aux tissus, sont souvent associées a des PAMP et des DAMP. Ces derniers,
permettent 'initiation et le maintien de cette inflammation. La compréhension des mécanismes moléculaires
et cellulaires impliqués dans cette dérégulation du fonctionnement du systeme immunitaire au cours de ces
maladies inflammatoires chroniques représente un enjeu scientifique et médical majeur. Plusieurs études
indiquent les DAMP, PAMP et leurs récepteurs comme cible dans le cadre de stratégie visant a lutter contre la
mise en place de cette inflammation chronique.

L’objectif du travail de thése est d’explorer dans le contexte d’une réponse inflammatoire, les mécanismes
moléculaires et cellulaires des DAMP et leur association avec un PAMP : le LPS. Pour ce faire, deux DAMP
ont été étudiés, HMIGB1 et HSP60, ainsi que l'interaction entre le LPS et HSP60. Les récepteurs impliqués
dans la reconnaissance de ces PAMP et DAMP ont également été analysés, avec la mise en évidence d’un
possible nouveau récepteur CD93. Enfin, le travail de thése vise a comprendre les mécanismes de
reconnaissance et d’induction de I'inflammation par les PAMP et DAMP.

Dans un premier temps, notre étude a porté sur les mécanismes moléculaires et cellulaires d’un PAMP, le LPS.
Celui- ci est un composé de la paroi des bactéries Gram-. Les LPS de deux souches de bactéries, Escherichia coli
et Porphyromonas gingivalis, ont été utilisés. E. coli est une bactérie tres utilisée en laboratoire comme
modele classique de bactérie Gram-, ainsi que son LPS. P.gingivalis est une bactérie associée aux maladies
parodontales et a I'athérosclérose. Nous avons étudié le LPS de P.gingivalis a différents degrés de purification
pour son activité pro-inflammatoire. Les récepteurs impliqués dans cette réponse inflammatoire sont
également analysés. Enfin, la comparaison entre la réponse inflammatoire induite chez ’lhomme et la souris a
été réalisée. Les récepteurs associés a cette réponse inflammatoire ont également été analysés.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié les mécanismes moléculaires et cellulaires d’'un DAMP, le
HMGB1. HMGB1 a été analysé dans le cadre de I'inflammation chronique du tissu adipeux observée chez les
personnes obéses. Cette inflammation est responsable de I'installation d’autres pathologies comme le diabéte.
Nous nous sommes intéressés a HMGB1 produit par le tissu adipeux. Les pré-adipocytes sont des cellules
présentes au sein de ce tissu adipeux. Nous avons évalué l'implication de ces pré-adipocytes dans
I'inflammation du tissu adipeux par leur capacité a produire et a répondre a HMGB1, ainsi que le role de
HMGB1 dans l'inflammation du tissu adipeux. Les récepteurs associés a cette réponse inflammatoire ont
également été analysés.

Dans un troisieme temps, I'étude a portée sur I'interaction entre un PAMP, le LPS et un DAMP, HSP60. Il existe
de nombreuses ambiguités quant aux propriétés pro-inflammatoires de HSP60, qui dépendent des méthodes
d’expression et de purification de HSP60. Nous avons donc analysé I'activité pro-inflammatoire de HSP60 dans
une nouvelle approche d’expression de cette protéine. Nous avons également examiné son activité pro-
inflammatoire en association avec différents LPS.
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Pour finir, I'’étude a porté sur une protéine membranaire CD93. CD93 est une protéine peu étudiée pour ses
capacités inflammatoires. CD93 possede un domaine fonctionnel important le CTLD. Nous avons analysé les
propriétés inflammatoires du domaine CTLD de CD93. Puis nous avons examiné sa capacité a interagir avec
différents DAMP (HMGB1 et HSP60) et PAMP (LPS, ADN bactérien et CpG ODN) et a moduler leurs propriétés
inflammatoires.
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III. Approche expérimentale

D’un point de vue méthodologique, la premiére étape consiste a choisir les DAMP et PAMP a étudier. Pour les
PAMP, nous nous sommes intéressés aux bactéries et principalement aux constituants de leurs membranes,
car ils sont responsables de la plus forte activité immunogéne chez les bactéries. Nous avons sélectionné celui
qui est le plus étudié, connu et facile d’acces, le LPS. Pour les DAMP, nous nous sommes focalisés sur ceux
dont la littérature définissait clairement leurs fonctions de DAMP. Nous avons donc sélectionné HMGB1 et
HSP60. Parallelement a cela, nous nous sommes également intéressés a une protéine peu étudiée CD93.

Concernant le LPS, nous avons obtenu du LPS directement dans le commerce. Souhaitant étudier I'influence de
la purification sur les propriétés du LPS, nous nous sommes procurés les LPS de P. gingivalis et d’E. coli sous
deux formes de purification ultra-pure et standard. En paralléle de cela, nous avons également purifié du LPS
de bactéries. L'extraction du LPS s’est faite par la technique de phénol/eau chaud. Les bactéries sont lysées par
sonication, qui dégrade également I’ADN de la bactérie. De la protéinase K, de la DNase et de la RNase sont
utilisées avant I'extraction par du phénol/eau chaud pour éliminer les agents contaminants de type protéine
ou acide nucléique. Le LPS est ensuite précipité [538]. La pureté des préparations de LPS est vérifiée par
électrophorése sur gel d’agarose en présence de GelRed pour les contaminants ADN/ARN. Un gel SDS-PAGE
coloré a I'argent est utilisé pour les contaminants protéiques. Le dosage du LPS a été réalisé grace a la
génération de chromophores lipidiques en présence d'acide sulfurique concentré [539].

En ce qui concerne les différentes protéines étudiées, leur production était nécessaire, pour cela différentes
étapes ont été indispensables. En premier lieu, I'obtention des plasmides recombinants possédant le géne de
la protéine étudiée était indispensable. lls ont été obtenu par des collaborations (dans le cas de HSP60), ou
créer par manipulation génétique (pour HMGB1 et CD93). Dans ce dernier cas, le géne ou la portion de géne
est amplifié par PCR puis inséré dans un plasmide pour obtenir le plasmide recombinant. En second lieu, le
plasmide recombinant est transfecté dans une bactérie qui assure la production de la protéine recombinante.
Il faut noter que la production de protéine est soumise a un promoteur sous I'induction de I'lPTG (isopropyl
beta-D-thiogalactoside).

La bactérie transfectée est ensuite lysée par I'intermédiaire d’un tampon de lyse et subit une sonication, qui
dégrade également I’ADN de celle-ci. Aprés centrifugation, la protéine est purifiée des autres constituants de
la bactérie grace a une colonne d’affinité. Différentes étapes de purification supplémentaires pour éliminer les
impuretés comme I’ADN en utilisant de la DNAse |, ou le LPS en utilisant du triton X-114 sont effectuées.

La quantité de protéines est mesurée grace a la technique de BCA. Les techniques de LAL assay ou de « HEK-
Blue™ LPS Detection Kit2 » de chez InvivoGen, nous ont permis de vérifier que les extraits protéiques ont bien
été débarrassés de toute trace de LPS. La migration sur un gel d’agarose et la coloration au du bromure
d’éthidium ou au GelRed, a permis d’apprécier les contaminations éventuelles par des acides nucléiques. La
présence de la protéine d’intérét ainsi que les protéines contaminantes sont appréciées sur gel SDS-PAGE et
visualisées par une coloration au bleu de Coomassie et un western blot.

Une fois I'ensemble de ces molécules purifiées (LPS, HSP60, HMGB1 et CTLD de CD93), leurs propriétés
inflammatoires ainsi que les récepteurs impliqués ont été étudiés :

- La sécrétion de cytokines inflammatoires (MCP-1, TNF-q, IL-6) a été mesurée par ELISA
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L’'activation des voies de signalisation NF-kB et AP-1 a été mesurée grace a des lignées cellulaires
génétiquement modifiées pour sécréter la phosphatase alcaline (SEAP, Secreted Alkaline Phosphatase)
sous la dépendance de |'activité des facteurs de transcription NF-kB et AP-1. L'exposition a un stimulus
induit I'activation de la voie de signalisation sous la dépendance de NF-kB ou AP-1. La présence de
SEAP dans le milieu de culture est mise en évidence grace au réactif de détection QUANTI-Blue ™.

Les récepteurs impliqués ont été étudiés grace a l'utilisation d’anticorps bloquants, ou de lignées
cellulaires reportrices pour les TLR. Ces lignées cellulaires sont congues pour fournir une méthode
rapide, sensible et fiable pour cribler et valider des agonistes ou antagonistes spécifiques de TLR.
L'interaction entre CD93 et ses ligands a été analysée par dosage immuno-enzymatique sur support
solide (« ELISA interaction »). La protéine CD93 ou son ligand sont fixés sur une plaque, puis I'autre
protéine est incubée sur la plaque. La révélation se fait grace a un anticorps dirigé contre la deuxieme
protéine non fixée, et puis un anticorps secondaire avec la HRP (horseradish peroxydase). Cette
interaction est également analysée par fluorescence, en mesurant I'extinction de la fluorescence
intrinseque du tryptophane, ou des molécules couplées a la FITC. Nous avons également mis en place
des techniques d'immuno-précipitation et de pull-down pour étudier ces interactions.
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IV. Résultats

1. Etude 1: Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharides act via TLR4 to
induce a differential response in human and mouse models.

Article en révision

Introduction:

Les LPS sont des composants moléculaires de la paroi des bactéries a gram-négatif. La structure des LPS varie
en fonction des bactéries. TLR4 est le principal récepteur connu pour le LPS. Néanmoins certains LPS, tel que
celui de Porphyromonas gingivalis, peuvent se lier a TRL2. La liaison du LPS a son récepteur induit une cascade
de signalisation impliquant la voie NF-kB, activant la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, MCP-1,
et TNF-a). Le but de cette partie est d’étudier les propriétés inflammatoires de deux souches de LPS en
fonction de leur degré de purification. L'étude des récepteurs de LPS impliqués dans cette réponse
inflammatoire a également été effectuée.

Méthodologie:

-Exploration de la réponse inflammatoire de différents modeéles cellulaires stimulés par différentes souches de
LPS. Pour cela nous mesurons la production de cytokines inflammatoires par la technique ELISA. Puis,
I’activation de la voie NF-kB par mesure de |’activité NF-kB/SEAP est analysée.

- Exploration des récepteurs impliqués dans la reconnaissance des différentes souches de LPS. Pour cela nous
étudions I'activation des récepteurs TLR2 et TLR4 dans les cellules reportrices en mesurant I'activité NF-
kB/SEAP.

-Exploration de la réponse inflammatoire de souris par les différentes souches de LPS. Pour cela nous
mesurons la quantité de cytokines inflammatoires dans le sang des souris par ELISA.

-Exploration de la réponse inflammatoire de sang total humain par les différentes souches de LPS. Pour cela la
mesure de la production de cytokines inflammatoires dans le sang humain par ELISA est effectuée.

-Exploration de I'activité endotoxine des différentes souches de LPS par la technique de LAL assay.
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Résultats:

Nous avons mis en évidence que le LPS de Porphyromonas gingivalis avait des propriétés inflammatoires
beaucoup plus faibles que le LPS de la bactérie Escherichia coli. Nous avons également montré que le LPS de
Porphyromonas gingivalis dans sa forme standard était capable d’induire une réponse inflammatoire chez la
souris et également chez I’lhomme, et ceci via les récepteurs TLR2 et TLR4, alors que dans sa forme ultra-pure
le LPS de Porphyromonas gingivalis interagit uniguement avec le TLR4. De plus cette forme ultra-pure n’est pas
capable d’induire une forte inflammation chez la souris, chez I’homme en revanche oui.

Conclusion:

Ces résultats nous montrent que le degré de pureté de la préparation du LPS de Porphyromonas gingivalis
influence les récepteurs impliqués dans la réponse inflammatoire. De plus, I'espéce étudiée influence
également la réponse inflammatoire, la souris est moins efficace a répondre au LPS ultra-pur de
Porphyromonas gingivalis.
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Abstract

Porphyromonas gingivalis is a key bacterium in chronic periodontitis which is associated with several chronic
inflammatory diseases. Lipopolysaccharides from Porphyromonas gingivalis (Pg LPS) are able to stimulate pro-
inflammatory cytokine secretion and represent an important virulence factor in periodontal disease. Pg LPS
can activate different cell types via the production of pro-inflammatory cytokines. The major receptor for Pg
LPS is reported to be TLR2 contrasting with the well-studied TLR4 receptor for E. coli LPS; this observation
remains controversial as lipoproteins can be present in some LPS preparations, thus TLR2 can be challenge
with this contaminant. In the present work, we aimed at determining whether TLR4 and/or TLR2 mediate Pg
LPS pro-inflammatory activity using commercially available Pg LPS with different grades of purity. We first
showed that Pg LPS act exclusively through TLR4 and second that a differential recognition occurs between
mouse and human TLR4-CD14-MD2 for Pg LPS. Since mice are widely used as a model to understand
involvement of Pg and Pg LPS in inflammatory diseases and pathologies, we examined the pro-inflammatory
properties of Pg LPS in mice or mouse cell lines challenged with Pg LPS with different purification grade.
Altogether, our results suggest that Pg LPS activity is mediated through TLR4 and weakly induces pro-
inflammatory cytokines secretion in mouse models. Caution should be taken when interpreting data in mouse
systems exposed to Pg or Pg LPS.

Key words: Lipopolysaccharides, Porphyromonas gingivalis, Cytokines, TLR4, NF-kB, Human, Mouse
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Abbreviation list

PRR: Pattern Recognition Receptor

PAMP: Pathogen Associated Molecular Pattern

LPS: Lipopolysaccharide

TLR: Toll Like Receptor

TLR2: Toll-Like Receptor 2

TLR4: Toll-Like Receptor 4

NF-kB: Nuclear Factor kappa B

CD14: Cluster of Differentiation 14

MD2: Myeloid Differentiation 2

Ec LPS: Lipopolysaccharide from Escherichia Coli

Pg LPS: Lipopolysaccharide from Porphyromonas gingivalis
UP Ec LPS: Ultrapure lipopolysaccharide from Escherichia coli
UP Pg LPS: Ultrapure lipopolysaccharide from Porphyromonas gingivalis
STD Pg LPS: Standard lipopolysaccharide from Porphyromonas gingivalis
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

TNF-a:: Tumor Necrosis Factor a

IL-6: Interleukine 6

MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein 1

LAL: Limulus Amebocyte Lysate

PMA: Phorbol 12-Myristate 13-Acetate

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

FBS: Fetal Bovine Serum

SEAP: Secreted Alkaline Phosphatase
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1. Introduction

Periodontal disease is a very frequent chronic infectious disease characterized by the infiltration of
inflammatory cells within the gum (1). Porphyromonas gingivalis (Pg) is a gram-negative bacterium, involved in
the development of chronic periodontitis (2,3). Pg induces the production of pro-inflammatory cytokines by
human gingival fibroblasts (4) and macrophages (5,6) that may lead to a systemic chronic inflammation.
Periodontitis has been associated with several chronic diseases such as atherosclerosis (7,8). Intact bacteria or
bacterial components such as lipopolysaccharides (LPS) may translocate into the blood stream and reach
different tissues including the vascular wall (9). Both in vitro and in vivo data suggest that exposure to Pg
induces an inflammatory response of endothelial and other vascular cells characterized by the production of
pro-inflammatory cytokines and chemokines leading to the recruitment and activation of monocytes/
macrophages within the lesions (10,11). Similarly, periodontal pathogens or LPS may reach other tissues such
as brain or adipose tissue. Periodontitis has been linked to neuro-inflammation (12) and Pg LPS was suggested
to be a mediator of inflammatory signals between periodontitis site and the brain (13). Periodontitis
contributes to adipose tissue inflammation and promote insulin resistance (14).

Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) induce innate immune responses through Toll like Receptors
(TLRs). TLRs are expressed not only by immune cells (macrophages, dendritic cells, B cells, T cells) but also by
non-immune cells (fibroblasts, epithelial cells, endothelial cells and adipocyte cells) (15). LPS are among the
major PAMPs, LPS from Escherichia coli (Ec LPS) being the most characterized. TLR4 is involved in the
recognition of lipopolysaccharide (LPS) (16,17). Ec LPS target TLR4 and activate the NF-kB signaling pathway
leading to the secretion of inflammatory cytokines such as Tumor Necrosis Factor a (TNF-a), Interleukin 6 (IL-
6) and chemokines such as Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) (18). TLR2 ligands from gram-
negative bacteria are include peptidoglycan and lipoproteins.

Pg LPS exhibit an activity in C3H/Hel mice, which are deficient for TLR4, suggesting that this effect was
mediated by TLR2 (19,20). However, both structural and functional studies of synthetic lipid A of Pg LPS have
revealed that they are able to activate cells through TLR4 (21); the TLR2 activity of Pg LPS may be attributed to
a contaminant lipoprotein (22). Consequently, the interaction of Pg LPS with TLR2 or TLR4 remains
controversial (23).

In this work, we aimed at determining whether TLR4 and/or TLR2 are responsible for Pg LPS pro-inflammatory
activity. We also examined the pro-inflammatory properties of Pg LPS in mouse versus human models. Pg LPS
appeared to mediate pro-inflammatory signaling exclusively through TLR4, whereas TLR2-dependent pathway
was related to the presence of contaminants in LPS preparation. Finally we observed that Pg LPS only induced
a weak activation of mouse relative to human TLR4. Taken together, these results suggest that experiments
with mice and mouse cells to elicit Pg or Pg LPS involvement in pathology or signaling pathways should be
taken with caution and cannot be translated to humans.
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2. Material and methods

2.1. Drug, reagents and cell lines

Ultrapure P. gingivalis LPS (UP Pg LPS) (cat: tlrl-ppglps, lot: ????? ) containing penta-acylated and tetra-
acylated lipid A structures were purified from the strain ATCC 33227 using previously described methods
(24,25) (Invivogen, personal communication). Standard P. gingivalis LPS (STD Pg LPS) (cat: tIrl-pglps, lot: LPG
37-01) and Ultrapure lipopolysaccharide from E. coli 0111:B4 (UP Ec LPS) (cat: tlrl-3pelps, lot: L3P 37-02) were
from InvivoGen (France).

RAW264.7-Blue (RAW-Blue), HEK-Blue hTLR2-hCD14 (HEK-Blue hTLR2), HEK-Blue Null, HEK-Blue hTLR4-hCD14-
hMD2 (HEK-Blue hTLR4), and HEK-Blue mTLR4-mCD14-mMD2 (HEK-Blue mTLR4) were from InvivoGen
(France). BV2 was obtained as described before (25). J774.1 (TIB-67), 3T3-L1 (CL-173), bEnd.3 (CRL-2299) and
RAW264.7 (TIB-71) were from ATCC (USA).TNF-a was from R&D systems (USA). Except when indicated, all
other reagents were from Sigma-Aldrich (France).

2.2. Cell culture and treatment

All cell lines were cultured at 37°C with 5% CO2 in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), supplemented
with 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) supplemented with 2 mmol.L™ L-Glutamine, 1
mmol.L™ sodium pyruvate, 100 U.mL™ penicillin, 0.1 mg.mL" streptomycin and 0.5 mg.mL™ amphotericin B
(PAN Biotech, Germany).

Cells were plated at a density of 5.10° cell.mL™" in a 96-well plate. For treatment, the medium was replaced by
complete media with different LPS at 0 to 10 000 ng.mL™, for 20h. The culture media were collected and used
for cytokine measurement directly by ELISA.

2.3. Human whole blood cell assay

Blood samples were obtained from 4 healthy male and female volunteers without medication, after informed
consent. Blood was sampled in lithium heparin-containing tubes, diluted 1:10 with 100uL RPMI medium
without FBS in a 96-well plate with different concentrations of LPS (from 0 to 10 000 ng.mL™) for 20h. The
plate was then centrifuged at 1200g for 5 min, and the supernatant was collected for the cytokine
quantification by ELISA.

2.4. Mouse stimulation

All procedures were performed in accordance with guidelines for care and use of laboratory animals, approved
by the ethics committee of CYROI (A974001). C57BL/6 mice purchased from Charles River Laboratory (France)
were fed with a standard diet ad libitum (26). Animals were randomly assigned to 1 of 4 groups (n=3 per
group, 2 males and 1 female, 10-week old, approximately 25 g). Mice were anesthetized with Isoflurane®, and
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their body temperature was maintained at 37°C with a heating pad. Analgesia was controlled by subcutaneous
injection of Buprenorphine®. The throat was shaved, disinfected and a 1-1.5 cm medio-lateral cervicotomy
incision was made. The adjacent connective tissue was carefully stretched apart, exposing the external jugular
vein. A tail vein catheter with a microinjection 30-gauge needle was used for intravenous injection. LPS
solution was diluted with PBS at 100 pg.kg™, and the injection volume was adjusted to 0.1 mL. After removing
the needle and verifying the absence of bleeding, the skin was then sutured. The whole procedure took less
than 5 min. After recovery from anesthesia, the animals were observed and moved to individual cages with
water, food and refinement for 3.5 hours. After this observational period, mice were anesthetized by
Isoflurane® and euthanized by intracardiac puncture. Blood was drawn on heparin tubes, centrifuged at 4000g
for 15 min and stored at -20°C.

2.5. ELISA/Cytokine assay

TNF-a, MCP-1 and IL-6 concentrations in supernatants of unfractionated whole media of cell culture or in the
mouse serum were assessed using ELISA kits (eBiosciences, Austria), following the manufacturer’s protocols.
Human TNF-a (cat: 88-7346) sensitivity 4 pg.mL™. Human IL-6 (cat: 88-7066) sensitivity 2 pg.mL™. Human
MCP-1 (cat: 88-7399) sensitivity 7 pg.mL". Mouse TNF-a (cat: 88-7324) sensitivity 8 pg.mL". Mouse IL-6 (cat:
88-7064) sensitivity 4 pg.mL". Mouse MCP-1 (cat: 88-7391) sensitivity 15 pg.mL™. The optical absorbance at
450 nm and the background at 570 nm were measured with a microplate reader (TECAN Sunrise, Austria). The
final concentrations were determined using a standard curve.

2.6. Statistical analysis

All values are expressed as mean +/-SEM resulting from at least 3 biological independent experiments.
Comparisons between different treatments have been analyzed by one-way ANOVA test with Turkey post-test
or two-way ANOVA test followed by a Dunnett’s test. Values of p<0.05 were considered statistically significant.
All statistical tests were done using the software Graph-Pad Prism version 6.01 (San Diego, CA, USA). Degrees
of significance are indicated in the figure captions as follow: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ns = not
significant.

3. Results

3.1. Ultrapure Pg LPS induces cell activation via TLR4 but not TLR2.

TLR4 seems to be involved in the response to most of LPS (27). However, both TLR2 and TLR4 have been
reported to be involved in the recognition of Pg LPS (28,29). Since purification methods to obtained LPS are
based on the lipid nature of this PAMP, lipoproteins, which are known to be TLR2 ligands, may co-purify with
LPS. Ultrapure LPS preparations, which consist of lipoprotein removal by enzymatic digestion after classical
purification step, are commercially available. Using both standard and ultrapure Pg LPS, we tested TLR2 and/or
TLR4 activation pathways. HEK293 cells over-expressing human TLR2/CD14 (HEK-Blue hTLR2) or

86




TLR4/MD2/CD14 (HEK-Blue hTLR4) which stably contain NF-kB/AP1-SEAP reporter gene were stimulated with
different doses of standard Pg LPS (STD Pg LPS), ultrapure Pg LPS (UP Pg LPS) and ultrapure E. coli LPS (UP Ec
LPS). These cell lines were incubated with increasing concentrations of LPS and TLR2 or TLR4 activation was
monitored via NF-kB/SEAP activity using Quanti-blue assay. Only STD Pg LPS significantly activated HEK-Blue
hTLR2 cells (Figure 1A). All three types of LPS were able to induce hTLR4-signaling pathway but UP Pg LPS
induced less activation that the others (Figure 1B). Of note, when both TLR2 and TLR4 were lacking (HEK-Blue
Null), no activation was observed, whatever the type of LPS used (Figure 1C).

3.2. Mouse TLR4-MD2-CD14 complex is low competent to recognize Pg LPS

Mice or mouse cell lines are widely used to evaluate the biological effects of Pg or Pg LPS. We thus tested the
capacity of mouse TLR4 to mediate Pg LPS response. HEK-Blue mouse TLR4 cells, which express
TLR4/MD2/CD14 complex of mouse origin, were treated as described above. In contrast to HEK expressing
human TLRs, a differential response dependent on the origin and the purity of LPS was observed (Figure 1D).
The maximal response was obtained with UP Ec LPS whereas 50% and 70% loss of activity were observed with
STD Pg LPS and UP Pg LPS, respectively. Mouse TLR4 seems to be less capable of recognizing Pg LPS relative to
its human counterpart. The endotoxic capacity of the three types of LPS using LAL assay was evaluated (Figure
S1). Surprisingly, the endotoxic capacity of UP Pg LPS was 250-fold higher than that of STD Pg LPS. This
contrasts with the higher cell response obtained for STD Pg LPS than that of UP Pg LPS in both mouse and
human TLR4-expressing HEK cells (Figure 1C and D). This last observation supports a potential synergistic effect
of lipoprotein and Pg LPS for mediating TLR4 receptor response.

3.3. Pg LPS induces a low pro-inflammatory response in mice

In order to confirm that TLR4/MD2/CD14 could be less efficient to bind to Pg LPS in mice than in humans, we
tested the pro-inflammatory action of Pg LPS in vivo, in mice. Mice were intravenously injected with a single
dose of LPS at 100pg.kg™. Serum Blood was collected after 3.5 hours and quantification of TNF-a, IL-6 and
MCP-1 proteins was performed by ELISA (Figure 2). Unlike for UP Ec LPS, only a weak response reflected by low
cytokine production was obtained by STD Pg LPS injection. UP Pg LPS injection did not produce any significant
difference in the cytokine production versus saline-injected mice.

3.4. Pg LPS induces activation of human blood cells

Since the above-mentioned results suggest that Pg LPS recognition and subsequent inflammatory response is
specie-dependent (mouse vs human), we performed human whole blood assay to test ex-vivo, the human
response to Pg LPS. Whole blood cells obtained from human donors have been treated with different
concentrations of the three LPS for 20h (Figure 3). Plasma IL-6, TNF-a, MCP-1 concentrations were measured
by ELISA after centrifugation. Stimulation with all 3 LPS resulted in an enhanced secretion of TNF-q, IL-6, and
MCP-1 by human whole blood cells, in a dose-dependent manner. No difference was observed between
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among the three types of LPS. The human leukocyte inflammatory response seems to be stronger to Pg LPS
compare to mouse leukocytes.

3.5. Ultra-pure Pg LPS is unable to induce cytokine secretion by murine

macrophages

To validate the weak response of mouse leukocytes to Pg LPS, we quantified the production of pro-
inflammatory cytokines induced by Pg LPS by two mouse macrophage cell lines: RAW264.7 (Figure 4A-C) and
J774.1 (Figure 4D-F).

STD Pg LPS induced a dose-dependent secretion of IL-6 (Figure 4A and 4D), TNF-a (Figure 4B and 4E), and
MCP-1 (Figure 4C and 4F) in these two cell lines but to a lesser extent than UP Ec LPS. Interestingly, UP Pg LPS
was not able to induce any production of pro-inflammatory cytokines, even at the highest dose tested.

3.6. Ultra-pure Pg LPS induces a weak inflammatory response in other murine cell

lines: microglial cells, pre-adipocytes and endothelial cells.

Since Pg LPS can be involved as a mediator of neuro-inflammation (17,30), similar experiments were
performed using the mouse microglial cell line BV2 (Figure 5). As observed with macrophage cell lines, UP Ec
LPS induced a marked pro-inflammatory cytokine secretion. The concentration of secreted IL-6 (Figure 5A) was
not significantly different from the basal levels after stimulation with both STD and UP Pg LPS. In contrast,
TNF-a (Figure 5B) and MCP-1 (Figure 5C) secretion was clearly stimulated by STD Pg LPS but only weakly by UP
Pg LPS when used at high doses.

Even if immune phagocytic cells are specialized to senses PAMPs, other cell types are also sensitive to these
factors. For example, pre-adipocytes and adipocytes express functional TLR2 and TLR4 (31-33). Mouse pre-
adipocyte cell line 3T3L1 (Figure 6A and 6B) was stimulated with increasing concentrations of the different LPS
and cytokine secretion was then measured by ELISA. UP Pg LPS induced a weak, but statistically significant,
dose-dependent cytokine secretion of IL-6 (Figure 6A) and MCP-1 (Figure 6B). As shown above, UP Pg LPS was
much less effective than STD Pg LPS in stimulating the secretion of pro-inflammatory cytokine in this cell line.

Endothelial cells are also able to recognize LPS and elicit a pro-inflammatory pattern (34). To test capacity of
mouse endothelial cells in sensing Pg LPS, we stimulated brain endothelial mouse cell line, Bend3, with
different LPS and then measured cytokine secretion by ELISA. UP Pg LPS neither induced IL-6 nor MCP-1
secretion (Figure 6C and 6D). STD Pg LPS was able to induce the secretion of pro-inflammatory cytokines (IL-6
and MCP-1) in this cell line but to lesser extent than UP Ec LPS, used as a positive control. These results suggest
that mouse non immune cell lines, such as pre-adipocytes and endothelial cells, weakly recognize and respond
to Pg LPS.
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4 Discussion

Pg is a gram negative bacterium associated with the pathogenesis of periodontitis (35). Periodontitis has been
linked to numerous low grade inflammatory diseases such as obesity (14,36), atherosclerosis (10,11,37), and
neuro-inflammatory diseases (Alzheimer) (12,13,38). LPS are the major inflammatory mediators for gram
negative bacteria. Pg LPS are able to elicit cell inflammatory responses via interaction with TLRs (39). The lipid
A is responsible for LPS binding to MD2, the resulting complex then binds to TLR4 and triggers a signaling
cascade leading to the production and secretion of pro-inflammatory cytokines. Even if TLR4 is described as
the canonic receptor for LPS, Pg LPS was reported to induce a pro-inflammatory in C3H/Hel mice which are
deficient for TLR4. TLR2-CD14 seems to be the major complex involved in the recognition of Pg LPS (19,20).
Since synthetic Pg lipid A trans-activated cell through TLR4 (21), Pg LPS TLR2 binding and subsequent cell
activation was attributed to contaminant bacterial lipoproteins (22). A study suggests that Pg LPS can interact
with both (23).

LPS extraction and purification are based on organic extraction using phenol (40) that may lead to lipoproteins
co-purification. Ultrapure Pg LPS, which is commercially available, is obtained after lipoprotein removal from
the LPS preparation by an additional enzymatic digestion step. Using this ultrapure Pg LPS, we tested whether
TLR2 and/or TLR4 were involved in Pg LPS recognition.

We used HEK 293 cells which overexpress hTLR2, hTLR4 or mTLR4 with MD2 and CD14 co-receptors treated
with UP Ec LPS, STD Pg LPS and UP Pg LPS (Figure 1). Whereas hTLR4 showed the same sensitivity towards the
different LPS, neither UP Pg LPS nor UP Ec LPS were able to activate TLR2. Since it has been shown that the
signaling via TLR2 could be due to PG1828, a lipoprotein synthetized by Pg (41,42), the NF-kB activation
observed in the presence of STD Pg LPS could be attributed to contamination by lipoprotein contaminations.

We also observed that STD Pg LPS is a stronger NF-kB activator than UP Pg LPS in both human and mouse TLR4
response. Using LAL assay, endotoxin activity of UP Pg LPS was 250-fold higher than STD Pg LPS. Endotoxin
activity measured by LAL assay can be different from the pro-inflammatory activity (27). The extent of
activation of the Limulus cascade cannot be directly correlated with the pyrogenic potential for humans. Taken
together these observations suggest that lipoproteins present in STD Pg LPS may potentiate Pg LPS action
through TLR4. Nevertheless, UP Pg LPS was much more efficient in the human TLR4/MD2/CD14 system
relative to that observed for the mouse complex. This result was confirmed using human blood assay and in
vivo, by challenging mice with Pg LPS (Figure 2 and 3). Of note, in our hands, the mouse whole blood assay did
not produce any inflammatory response even with the positive control, Ec LPS (data not shown).

We show here a differential recognition of Pg LPS by human and mouse cells. This differential recognition
could be due to the structural heterogeneity between Pg LPS and Ec LPS, mainly on the lipid A structure (27).
Pg contains several different structures for the lipid A (23,43-45). Different lipid A can also be obtained
according to the extraction procedure (23). It has been reported that a lipid A species with an m/z=1690 were
the dominant structures found among multiple lipid A species from Pg. This lipid A is a penta-acylated lipid A
and is known to induce inflammation, whereas the other forms do not (46,47). Interestingly, modification of
the hexa-acylated lipid A of E. coli to penta-acylated lipid A, showed reduced immunogenicity (48). As UP Ec
LPS induced the same NF-kB activity with mouse and human TLR4/MD2/CD14, we can hypothesize that mouse
MD2 may have a better affinity for the hexa-acylated lipid A relative to penta-acylated form. Thus, mouse MD2
affinity for LPS may be more sensitive to acylation levels of lipid A as compared to human MD2 (Figure 7).
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Mice or mouse cell models are widely used to investigate the role of Pg and Pg LPS in different diseases. We
clearly demonstrated that Pg LPS do not or weakly activate mouse cells. The difference between mouse and
human cell models to be activated by Pg LPS could be related to the expression levels and differential affinity
of MD2 to penta-acylated Pg lipid A. Altogether our results show that Pg LPS act through TLR4 and that mouse
cell are less sensitive to Pg LPS relative to human cells. These results highlight that the use of mouse models
for testing Pg and Pg LPS in different pathological situations may dangerously underestimate the role of these
bacteria and associated endotoxins in human pathology.
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Figure legend

Figure 1. NFkB-AP1/SEAP activity in HEK-Blue cells stimulated with LPS. HEK-Blue Null, HEK-Blue hTLR2, HEK-
Blue hTLR4 or HEK-Blue mTLR4 cells were treated with different doses of UP Ec LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (0
to 10 000 ng.mL™) for 20h. TNF-a at 10 ng.mL'was used as positive control for HEK-Blue Null. SEAP activity in
the culture supernatants was measured using Quanti-blue. Comparisons between different treatments have
been analyzed by two-way ANOVA test followed by a Dunnett’s test. Data are expressed as mean + SEM (n=3
per group). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared to 0 ng.mL™ LPS.

Figure 2. Cytokine production in serum of mice stimulated with LPS. Mice were treated with 100uL of UP Ec
LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (100pg.kg™) for 3.5h. Control mice received saline. Serum levels of TNF-a, IL-6,
and MCP-1 were measured by ELISA. Comparisons between different treatments have been analyzed by one-
way ANOVA test with Turkey post-test. Data are expressed as mean + SEM (n=3 per group).*p<0.05, **p<0.01,
***0n<0.001.

Figure 3. Cytokine production in human whole blood cells challenged with LPS. Human whole blood cells were
treated with different doses of UP Ec LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (0 to 10 000 ng.mL™) for 20h. TNF-q, IL-6,
and MCP-1 levels were measured by ELISA in culture supernatants. Comparisons between different treatments
have been analyzed by two-way ANOVA test followed by a Dunnett’s test. Data are expressed as mean + SEM
(n=3 per group).*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared to 0 ng.mL™" LPS.

Figure 4. Cytokine production in RAW264.7 and J774.1 cells stimulated with LPS. RAW264.7 (Figure 4A-C) and
J774.1 (Figure 4D-F) cells were treated with different doses of UP Ec LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (0 to 10 000
ng.mL?) for 20h. IL-6 (Figure 4A and 4D), TNF-a (Figure 4B and 4E), and MCP-1 (Figure 4C and 4F) levels were
determined by ELISA in culture supernatants. Comparisons between different treatments have been analyzed
by two-way ANOVA test followed by a Dunnett’s test. Data are expressed as mean = SEM (n=3 per group).
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared to 0 ng.mL™ LPS.

Figure 5. Cytokine production in BV2 cells stimulated with LPS. BV2 cells were treated with different doses of
UP Ec LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (0 to 10 000 ng.mL™) for 20h. IL-6, TNF-a, and MCP-1 levels were measured
in the culture medium by ELISA. Comparisons between different treatments have been analyzed by two-way
ANOVA test followed by a Dunnett’s test. Data are expressed as mean * SEM (n=3 per group). *p<0.05,
*%p<0.01, ***p<0.001 compared to 0 ng.mL™* LPS.

Figure 6. Cytokine production in 3T3-L1 and bEnd.3 cells stimulated with LPS. 3T3-L1 (Figure 6A-C) and bEnd.3
(Figure 6D-F) cells were treated with different doses of UP Ec LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (0 to 10 000 ng.mL"
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') for 20h. TNF-a, IL-6, and MCP-1 concentrations were measured in the culture supernatants by ELISA.
Comparisons between different treatments have been analyzed by two-way ANOVA test followed by a
Dunnett’s test. Data are expressed as mean + SEM (n=3 per group). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared
to 0 ng.mL™ LPS.

Figure 7. Differential recognition of lipid A on Pg LPS and Ec LPS. LPS recognition by TLR4 is based on the lipid A
structure. Lipid A is different between Ec LPS and Pg LPS. Lipid A binding to MD2 induced dimerization of TLR4
and then led to the transduction of stimulatory signals and the secretion of pro-inflammatory cytokines. Our
result suggests that recognition of lipid A structures by mouse and human TLR4 is different. Hexa-acylated E.
coli lipid A is recognized as a strong agonist by both mouse and human TLR4, and induced a important
production of pro-inflammatory cytokines. Penta-acylated P. gingivalis lipid A is recognized as an agonist by
human TLR4 through MD2, and induces a production of pro-inflammatory cytokines, whereas it was weakly
recognized by mouse MD2 and induces a low production of pro-inflammatory cytokines. Penta-acylated P.
gingivalis lipid A does not interact with TLR2.

Supplemental figure 1. Pg LPS Ultra-pure have a significant endotoxin activity. Endotoxin levels were
determined in LPS using a Limulus Amebocyte Lysate (LAL) assay (Hycult biotech, The Netherlands). The assay
was performed according to the manufacturer’s protocol and measurable levels of LPS were expressed as
EU.mI™. In brief, LPS were incubated for 30 min with LAL reagent at room temperature. Samples were then
treated with stabilizer reagents. Endotoxin levels were determined by absorptions at 405 nm with a microplate
reader (TECAN Sunrise, Austria). We based our experiment on the internal control dosage of 100 EU.mL™ of UP
Ec LPS, which correspond to 100 ng.mL™ of LPS as described by the supplier. And when we dose the UP Ec LPS
correspond to we have 85 +/- 8 EU.mL™". The dosage of STD Pg LPS did not show any activity have are next to
2.5 +/- 0.5 EU.mL?, whereas the dosage of UP Pg LPS are 257 +/- 13 EU.mL™ Comparisons between different
treatments have been analyzed by one-way ANOVA test with Turkey post-test. Data are expressed as mean *
SEM (in triplicate). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Figure 1. NFkB-AP1/SEAP activity in HEK-Blue cells stimulated with LPS. HEK-Blue Null, HEK-Blue hTLR2, HEK-
Blue hTLR4 or HEK-Blue mTLR4 cells were treated with different doses of UP Ec LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (0
to 10 000 ng.mL") for 20h. TNF-a at 10 ng.mL™was used as positive control for HEK-Blue Null. SEAP activity in
the culture supernatants was measured using Quanti-blue. Comparisons between different treatments have
been analyzed by two-way ANOVA test followed by a Dunnett’s test. Data are expressed as mean + SEM (n=3
per group). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared to 0 ng.mL™ LPS.
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Figure 2. Cytokine production in serum of mice stimulated with LPS. Mice were treated with 100uL of UP Ec
LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (100ug.kg™) for 3.5h. Control mice received saline. Serum levels of TNF-a, IL-6,
and MCP-1 were measured by ELISA. Comparisons between different treatments have been analyzed by one-
way ANOVA test with Turkey post-test. Data are expressed as mean + SEM (n=3 per group).*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001.
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Figure 3. Cytokine production in human whole blood cells challenged with LPS. Human whole blood cells were
treated with different doses of UP Ec LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (0 to 10 000 ng.mL™) for 20h. TNF-q, IL-6,
and MCP-1 levels were measured by ELISA in culture supernatants. Comparisons between different treatments
have been analyzed by two-way ANOVA test followed by a Dunnett’s test. Data are expressed as mean + SEM
(n=3 per group).*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared to 0 ng.mL™* LPS.
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Figure 4. Cytokine production in RAW264.7 and J774.1 cells stimulated with LPS. RAW264.7 (Figure 4A-C) and
J774.1 (Figure 4D-F) cells were treated with different doses of UP Ec LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (0 to 10 000
ng.mL?) for 20h. IL-6 (Figure 4A and 4D), TNF-a (Figure 4B and 4E), and MCP-1 (Figure 4C and 4F) levels were
determined by ELISA in culture supernatants. Comparisons between different treatments have been analyzed
by two-way ANOVA test followed by a Dunnett’s test. Data are expressed as mean + SEM (n=3 per group).
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared to 0 ng.mL™* LPS.
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Figure 5. Cytokine production in BV2 cells stimulated with LPS. BV2 cells were treated with different doses of
UP Ec LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (0 to 10 000 ng.mL’l) for 20h. IL-6, TNF-a, and MCP-1 levels were measured
in the culture medium by ELISA. Comparisons between different treatments have been analyzed by two-way
ANOVA test followed by a Dunnett’s test. Data are expressed as mean + SEM (n=3 per group). *p<0.05,
**¥p<0.01, ***p<0.001 compared to 0 ng.mL™ LPS.
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Figure 6. Cytokine production in 3T3-L1 and bEnd.3 cells stimulated with LPS. 3T3-L1 (Figure 6A-C) and bEnd.3
(Figure 6D-F) cells were treated with different doses of UP Ec LPS, STD Pg LPS or UP Pg LPS (0 to 10 000 ng.mL"
') for 20h. TNF-a, IL-6, and MCP-1 concentrations were measured in the culture supernatants by ELISA.
Comparisons between different treatments have been analyzed by two-way ANOVA test followed by a
Dunnett’s test. Data are expressed as mean + SEM (n=3 per group). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared

to 0 ng.mL™ LPS.
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Figure 7. Differential recognition of lipid A on Pg LPS and Ec LPS. LPS recognition by TLR4 is based on the lipid A
structure. Lipid A is different between Ec LPS and Pg LPS. Lipid A binding to MD2 induced dimerization of TLR4
and then led to the transduction of stimulatory signals and the secretion of pro-inflammatory cytokines. Our
result suggests that recognition of lipid A structures by mouse and human TLR4 is different. Hexa-acylated E.
coli lipid A is recognized as a strong agonist by both mouse and human TLR4, and induced an important
production of pro-inflammatory cytokines. Penta-acylated P. gingivalis lipid A is recognized as an agonist by
human TLR4 through MD2, and induces a production of pro-inflammatory cytokines, whereas it was weakly
recognized by mouse MD2 and induces a low production of pro-inflammatory cytokines. Penta-acylated P.
gingivalis lipid A does not interact with TLR2.
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Supplemental figure 1. Pg LPS Ultra-pure have a significant endotoxin activity. Endotoxin levels were
determined in LPS using a Limulus Amebocyte Lysate (LAL) assay (Hycult biotech, The Netherlands). The assay
was performed according to the manufacturer’s protocol and measurable levels of LPS were expressed as
EU.mI™. In brief, LPS were incubated for 30 min with LAL reagent at room temperature. Samples were then
treated with stabilizer reagents. Endotoxin levels were determined by absorptions at 405 nm with a microplate
reader (TECAN Sunrise, Austria). We based our experiment on the internal control dosage of 100 EU.mL™ of UP
Ec LPS, which correspond to 100 ng.mL™ of LPS as described by the supplier. And when we dose the UP Ec LPS
correspond to we have 85 +/- 8 EU.mL™. The dosage of STD Pg LPS did not show any activity have are next to
2.5 +/- 0.5 EU.mL?, whereas the dosage of UP Pg LPS are 257 +/- 13 EU.mL™ Comparisons between different
treatments have been analyzed by one-way ANOVA test with Turkey post-test. Data are expressed as mean +
SEM (in triplicate). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

103




2. Etude 2: Soluble HMGB1 Is a Novel Adipokine Stimulating IL-6 Secretion
through RAGE Receptor in SW872 Pre-adipocyte Cell Line: Contribution to
Chronic Inflammation in Fat Tissue

Article publié

Introduction:

L'inflammation de bas grade est un phénomene central dans les pathogénicités de I'obésité et de la résistance
a Iinsuline. Elle se traduit par la présence de cytokines inflammatoires dans le sérum des patients atteints de
ces pathologies. Cette inflammation de bas grade est principalement attribuée a I'activation des macrophages.
Il est maintenant acquis que les pré-adipocytes et les adipocytes participent aussi a cette inflammation de bas
grade. HMGB1 est une cytokine produite par les macrophages responsables de la production de molécules
inflammatoires via ses récepteurs RAGE, TLR2 et TLR4. Le but de cette partie est d’étudier la sécrétion et
I'action paracrine et autocrine de HMGB1 par les cellules pré-adipocytes et d’étudier la contribution de
HMGB1 sur I'inflammation au niveau du tissu adipeux. L'étude des récepteurs de HMGB1 impliqués dans cette
réponse inflammatoire a également été effectuée.

Méthodologie:
-Construction d’un plasmide recombinant codant pour HMGB1 par génie génétique.

-Production et purification du HMGB1 recombinant en bactérie.

-Analyse de I'expression et de la réponse inflammatoire des cellules par HMGB1. Nous allons également
utiliser des inhibiteurs de HGMB1 (anticorps bloquant, éthyl-pyruvate et glycyrrhizine). Nous allons mesurer la
production de cytokines inflammatoires par ELISA.

-Transfection des cellules avec des sh-RNA contre HMGB1, et analyse de I'expression de cytokines
inflammatoires par ELISA.

-Analyse de I'expression des récepteurs de HMGB1 (RAGE, TLR2 et TLR4) par la technique de cytométrie en
flux.

-Utilisation d’anticorps bloquants contre les récepteurs de HMGB1 (RAGE, TLR2 et TLR4), et stimulation par
HMGB1. Nous allons mesurer la production de cytokines inflammatoires par ELISA.



Résultats:

Nous avons mis en évidence dans notre modele de cellules pré-adipocytes, leurs capacités a sécréter
activement HMGBJ1. De plus, nous avons montré le lien entre I'expression de cytokine inflammatoire (IL-6 et
MCP-1) et le taux de HMGB1 sécrété. Nous avons produit de 'HMGB1 recombinant pour I'étude. Pour résumé,
HMGB1 recombinant induit sur les pré-adipocytes une production de cytokine inflammatoire (IL-6 et MCP-1)
et ceci via le récepteur RAGE.

Conclusion:

Ces résultats nous montrent que les pré-adipocytes peuvent étre impliqués dans I'inflammation bas grade du
tissu adipeux. Cette inflammation serait induite par HMGB1 qui agirait de maniére autocrine et paracrine au
sein du tissu adipeux. Nous pouvons considérer que HMGB1 soluble serait une nouvelle adipokine sécrétée par
les pré-adipocytes et controlant I'inflammation en se liant a son récepteur RAGE.
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Abstract

Low-grade inflammation (LGI) is a central phenomenon in the genesis of obesity and insulin-resistance characterized
by IL-6 in human serum. Whereas this LGI was initially thought to be mainly attributed to macrophage activation, it is
now known that pre-adipocytes and adipocytes secrete several adipokines including IL-6 and participate to LGl and
associated pathologies. In macrophages, HMGBL is a nuclear yet secreted protein and acts as a cytokine to drive the
production of inflammatory molecules through RAGE and TLR2/4. In this paper we tested the secretion of HMGB1 and
the auto- and paracrine contribution to fat inflammation using the human preadipocyte cell line SW872 as a model. We
showed that 1) human SW872 secreted actively HMGB1, 2) IL-6 production was positively linked to high levels of
secreted HMGB1, 3) recombinant HMGB1 boosted IL-6 expression and this effect was mediated by the receptor
RAGE and did not involve TLR2 or TLR4. These results suggest that HMGBL1 is a major adipokine contributing to LGl
implementation and maintenance, and can be considered as a target to develop news therapeutics in LGl associated
pathologies such as obesity and type Il diabetes.
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Introduction Once in the extracellular space, HMGBL interacts with the
receptor for advanced glycation end products (RAGE) and/or
members of the Toll-like family of receptors (TLRs) including

TLR2 and TLRA4. Activation of these receptors results in the

HMGBL1 is a non-histone nuclear protein which is a highly
conserved, ubiquitous and is comprised of 215 amino acids that

are organized in two globular DNA-binding domains, box A and
box B, and with an acidic C-terminal tail [1,2]. HMGBL can bind
DNA, helps chromosome architecture organization and regulates
transcription of genes. Outside the cell, HMGBL1 can function as a
chemokine or an alarmin to activate the immune system and
mediate a wide range of physiological and pathological responses
including autoimmunity, cancer, trauma, hemorrhagic shock and
ischemia-reperfusion injury [3]. HMGB1 can be released in two
conditions: an active secretion by immune cells or a passive
secretion initiated by cellular damage like cell death [4]. The
shuttling of HMGB1 between the nucleus and the cytoplasm is
dependent of post-translational modifications that influence its
traffic [5].

PLOS ONE | www.plosone.org

activation of NF-kB, which influences the production of pro-
inflammatory cytokines [3]. Moreover, activation of NF-kB
induces the expression of HMGB1 receptors, and increases
secretion of HMGB1 inducing a positive feedback loop of
HMGB1-mediated inflammatory response [6].

The role of HMGB1 on macrophages is clearly described and
stimulation of macrophages with HMGB1 induces a production of
pro-inflammatory cytokines [7] which can lead to an increase of
adipose tissue inflammation and insulin resistance.

Obese adipose tissue is characterized by low grade inflammation
(LGI) [8] that is characterized by robust secretion of pro-
inflammatory cytokines including IL-6 and active recruitment of
leukocytes, mainly macrophages in the affected tissues [9]. These
cytokines are known to be involved in insulin desensitization
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Table 1. List of primers used in this study for RT-PCR on SW872 RNA.

diabetes [10].

However long before the onset of obesity and macrophages
infiltration, adipose tissue is able to implement and maintain LGI.
Indeed it has been recognized that adipocytes also demonstrate
significant inflammatory properties like 1L-6 or TNFa production
[11,12]. IL-6 expression in adipocytes is governed by an
autocrine positive feedback loop and is upregulated by insulin. It
has been shown that IL-6 upregulation in adipocytes leads to
insulin resistance by activating SOCS3 in target cells like
hepatocytes [13,14,15].

Moreover, pre-adipocytes contribute significantly to inflamma-
tion of the adipose tissue in obesity [16,17,18]. It has been
demonstrated that pre-adipocytes can function as macrophage-like
cells and may play a direct role in the inflammation response and
obesity [19,20]. Expression profile of pro-inflammatory factors
differs between adipocytes and pre-adipocytes and they may play
different, but yet, complementary roles in inflammation of
adipose tissues [18]. In addition, adipocytes can control the
proliferation of pre-adipocytes [21] which accumulate thereby
contributing further to inflammation of the adipose tissue. Pre-
adipocytes and adipocytes produced mostly IL-8 and IL-6 pro-
inflammatory cytokines and less TNF-a [22] which is mostly
produced by macrophages. All of these observations show a
central role of pre-adipocytes and adipocytes in the inflammatory
status and LGI of adipose tissue mainly mediated by IL-6
secretion and its implication in insulin resistance.

A number of studies have demonstrated an autocrine and
paracrine effect of HMGB1 on macrophages which can potent
LGI. However, it is not known whether preadipocytes and
adipocytes may secrete and respond to HMGBL. There is
currently no published report regarding HMGB1 expression and
functions in fat cells and possible links to LGI in obesity. In this
study we investigated the implication of HMGB1 in the
regulation of inflammation in preadipocytes using the human
preadipocyte cell line SW872 as a model. We showed that
HMGBL is released actively by SW872 and that extracellular
HMGBL1 contributes to IL-6 secretion through RAGE. These
results suggest that HMGB1
PLOS ONE | www.plosone.org

Gene Genre  Genbank Primers Sequences Amplicon (pb)

GAPDH LT LD Forward 5- GCCTTCTCCATGGTGGTGAA -3 151
Reverse 5- GCACCGTCAAGGCTGAGAGAAC -3

TLR2 human  NM_003264.3 Forward 5- GCCTCTCCAAGGAAGAATCC -3’ 329
Reverse 5- AGAAGAAAGGGGCTTGAACC -3'

TLR4 human  NM_138557.2 Forward 5- ACCCTTTAGCCCAGAACTGC -3’ 227
Reverse 5- GTCTCACGCAGGAGAGCCAG -3

RAGE human  NM_001136.4 Forward 5- GCCAGAAGGTGGAGCAGTAG -3 357
Reverse 5- AAGATGACCCCAATGAGCAG -3’

HMGB1 human NM_002128.4 Forward 5- CCAAAGGGGAGACAAAAAAAG -3’ 193
Reverse 5- TCATAAGGCTGCTTGTCATCT -3'

IL-6 human  NM_000600.3 Forward 5 ACCCCCAGGAGAAGATTCCA -3 162
Reverse 5- GCCTCTTTGCTGCTTTCACA -3’

MCP1 human  NM_002982.3 Forward 5- CAATAGGAAGATCTCAGTGC -3’ 188
Reverse 5- GTGTTCAAGTCTTCGGAGTT -3’

TNF-a U T (00 Eonvard 5- TCCAGGCGGTGCTTGTTCCT -3 194
Reverse 5- TGGGCTACAGGCTTGTCACTCG -3’

doi:10.1371/journal.pone.0076039.t001

, . . A
phenomenon which could contribute to obesity and type 2

RT

+ &
GAPDH

HMGB1 DAPI OVERLAY

R HMGB1

- B-actin

“w | Lamin B

Figure 1. HMGB1 expression and localization in the human preadipocyte cell
line SW872. A) Expression of HMGB1 by RT-PCR from total RNA obtained
from SW872 cell after 12h of culture, with (+) and without (2) Reverse
Transcriptase (RT). B) Detection of HMGBL1 protein in different cell fraction
by Western blot analysis. b-actin is a cytoplasmic protein (Cy) and lamin B a
nuclear protein (Nu). C) Immunofluorescence of HMGB1 in SW872 cells (X
200). Cells were incubated with mouse anti-HMGB1 primary antibody
(1:200), Alexa Fluor 594 linked secondary antibody (1:1000) and DAPI.
Scale bar indicated 50 um.

doi:10.1371/journal.pone.0076039.g001
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Figure 2. Secreted HMGBL levels correlate with IL-6 secretion in SW872 cells. A) Expression of IL-6 by RT-PCR from total RNA obtained
from SW872 cell after 12 h in culture, with (+) and without (2) Reverse Transcriptase (RT). B) IL-6 secretion by ELISA assay from SW872
supernatant culture 6h after media renewal (expressed in mean 6 SD) (n = 3). D) Correlation between IL-6 secretion and HMGBL1 release in
SW872 cell culture media after renewal of media (n = 3). Pearson’s correlation coefficient (r = 0.9108, p = 0.0116) and Spearman’s rank
correlation coefficient (r = 0.9429, p = 0.0167). All values are expressed as means +/- SD.

doi:10.1371/journal.pone.0076039.g002

and associated-signaling pathways could be used as targets for the
development of new therapeutics against pathologies related to
adipose tissue inflammation, insulin resistance and diabetes.

Materials and Methods

Drugs and reagents

Except when indicated, all drugs and reagents were from Sigma
Aldrich (Sigma-Aldrich, France).

Production of recombinant HMGB1 (rtHMGB1)

The full length version of human HMGB1 (clone image 5268698,
accession number BC066889) was modified by directed
mutagenesis to remove the endogenous Ndel restriction site using
59- AGGCAAAATGTCATCTTATGCATTTTTTGTG -39 and
59- CACAAAAAATGCATAAGATGACATTTTGCCT -39. It
was then amplified by PCR using primers 59- AACCATGGG-
CAAAGGAGATCCTAA -39 and 59- TTTGAATTCTTGCTG
CCGCGCGGCACCAGTTCATCATCATCATCTTCTT -39 and
subsequently cloned in pET28 vector using Ncol and EcoRl sites.
This lead to a sequence encoding HMGB1 — thrombin site — C-
terminal his-tag. After transformation of BL21-codon plus E. Coli
bacteria (Agilent), culture and induction were done as described
[23]. Cells were harvested at 3,000 g for 15 min at 4°C. All
subsequent steps were done at 4°C. The pellet was resuspended in
10 mL of 25 mmol.L™? Hepes (PAN Biotech, Germany). Cells
were lyzed by sonification (Misonix ultrasonic liquid processor,
France) at 80% of amplitude for 2 min with 10 sec of burst and 10
sec of pause in the ice. Lysate was centrifuged at 15,000 g for 10

PLOS ONE | www.plosone.org

min at 4°C, the supernatant was submitted to the action of DNAse
| at 80 U/mL for 30 min at 25uC, then diluted to a final volume of
10 mL and mixed gently with 0.5 mL of agarose Ni-NTA
(Qiagen, France). After 30 min, the column was washed with 10
mL of 25 mmol.L™ Hepes, 500 mmol.L™* NaCl, then with 10 mL
of 25 mmol.L™ Hepes, 20 mmol.L™ imidazole, then with 25 mL
of 25 mmol.L™ Hepes, 0.1% (v/v) Triton X-114, 20 mmol.L™
imidazole, then a final washing step with 10 mL of 25 mmol.L™
Hepes, 20 mmol.L? Imidazole. HMGB1-His was eluted with 5
mL of 300 mmol.L* imidazole in 25 mmol.L™ Hepes. The elute
(1 mL) was dialyzed overnight at 4uC against 25 mmol.L™ Hepes.
Levels of LPS and DNA in the preparation were evaluated
respectively by LAL assay (HyCult Biotechnology, Uden, The
Netherlands) and ethidium bromide (EtBr) coloration of DNA
after gel electrophoresis. Level of LPS was under 1ng.L™* and no
DNA was detected by EtBr coloration. Biochemical evaluation of
rHMGB1 was conducted by SDS-PAGE with coomassie-blue
staining and western blot (Figure S4A).

Cell culture and treatment

SW872 liposarcoma cells line (ATCC, HTB-92) were cultured at
37uC with 5% CO, in DMEM medium, supplemented with 10%
heat inactivated fetal bovine serum and 2 mmol.L™ L-Glutamine,
1 mmol.L? sodium pyruvate, 100 U.mL? of penicillin, 0.1
mg.mL? of streptomycin and 0.5 mg.mL™? of fungi-zone (PAN
Biotech, Germany). All experiments were done between passage
2 and 8 at 80% of confluence. For treatment, the media was
replaced by fresh complete media (see above) containing drugs or
rHMGBL1 for 5 h or indicated time. Cells were harvested and kept
as frozen pellet for further protein or mRNA analysis.
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Figure 3. Secreted HMGBL1 controls IL-6 production in SW872 cells. IL-6 levels were determined by ELISA from SW872 cells A) treated with
increasing concentrations of recombinant HMGBL1 for 5 h (n = 4) or B) treated or not with rHMGB1 with a dose of 1 pg.mL ™~ for 5 h in
presence of either an irrelevant control rabbit IgG (CTL) or a rabbit monoclonal anti-HMGB1 (abHMGB1) (n = 4). Detection of IL-6 secretion
in SW872 cells treated for5 h with C) ethyl-pyruvate (n = 3) or D) glycyrrhizin (n = 3). All values are expressed as means +/- SD. Degrees of
significance are indicated in the figure captions as follow, * p,0.05, ** p,0.01, *** p,0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0076039.g003

The media were centrifuged for 5 min at 800 g and supernatants
were kept at -20°C until use for quantification by ELISA or Dot-
Blot.

RNA interference and retroviral gene transfert

29mer shRNA constructs (TR316576) in retroviral untagged pRS
vector, against HMGB1 were purchased from Origene (Clinsciences,
France). Retroviral particule were produced in PT-67 packaging cell
lines as described by manufacturer’s instructions (Clontech, Ozyme,
France). SW872 were stably infected using the tissue cell
supernantant of transfected PT67 cells as before using puromycin (1

pg.mL>l) as selection agent for twenty days [24].

PLOS ONE | www.plosone.org

Blocking antibody assay

SW872 cells were treated with rHMGB1 (1 pg.mL™Y) and
incubated with control or blocking antibodies for 5 h at 1:20
dilution. Blocking antibodies against TLR2 (clone T2.5, 5 pg.mL"
Yy and TLR4 (clone HTA125, 5 pg.mL™) [25,26] were purchased
from HyCult Biotechnology (Uden, The Netherlands). Blocking
polyclonal antibody against RAGE used at 1:20 dilution (goat
anti-RAGE, AB5484) was purchased from Chemicon
International Inc (Temecula, CA, USA). Blocking rabbit mono-
clonal anti-HMGBL1 used at 1:20 dilution (clone D3E5, 6893) was
obtained from Cell Signaling Technology (Ozyme, Saint Quentin,
France). Blocking activity of antibody against RAGE and
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Figure 4. HMGB1 shRNA dowregulates IL6 secretion. HMGB1 mRNA
expression or protein expression were assessed respectively by RT-PCR (A)
or Western blot (B) after 12h in culture of stably SW872 infected with
scrumble shRNA (Sh CTL) or HMGB1 shRNA (sh HMGB1) constructs. C)
Detection of IL-6 secretion in stably SW872 infected cells with scramble
shRNA (Sh CTL) or HMGB1 shRNA (sh HMGB1) constructs after 5h of
media renewal (n = 3). All values are expressed as means +/- SD. Degrees
of significance are indicated in the figure captions as follow *** p,0.001.
doi:10.1371/journal.pone.0076039.g004

HMGBL1 for cytokine activity of HMGBL1, were, validated in
RAW-BLUE cells using rHMGB1 at 1 ug.mL ™ (Invivogen,
France).

Lysate preparation and Western Blot analysis

SW8T72 cells were harvested after two washes with PBS and
pelleted at 800 g for 5 min at 4uC. The pellets were processed for
subcellular fractionation using the NE-PER according to manu-
facturer’s instruction (Thermo Scientific, France). Protein extracts
(cytoplasmic or nuclear fractions) were separated by SDS-PAGE
and transferred to nitrocellulose membranes (Hybond-C extra, GE
Healthcare, France). The Western blot was performed as
described [27]. Monoclonal anti-HMGB1 (clone 2F6 Sigma),
monoclonal anti-b-actin (clone C4, Santa Cruz Biotechnology),
monoclonal anti-lamin B (Oncogene, Cambridge, MA, USA)
were used as primary antibodies at 1:1000 dilution. Anti-rabbit
immunoglobulin-horseradish peroxidase or anti-mouse immuno-
globulin-horseradish peroxidase conjugates (Vector, France) were
used as secondary antibodies and diluted at 1:2000. All antibodies
were diluted in TRIS buffer with 0.1% Tween and 5% (w/v) low
fat milk. Blots were revealed with ECL detection reagents (GE
Healthcare).

PLOS ONE | www.plosone.org
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ELISA quantification and Dot-Blot analysis

Secretion of cytokines (IL-6, TNF-a) was measured by ELISA kit
(eBiosciences, Austria) according to manufacturer’s instruc-tions.
Of note, no exogenous HMGBL, LPS and IL-6 were detected in
commercial cell culture media or complete media by Dot-blot,
LAL-assay and ELISA, respectively (data not shown). Secretion
of HMGB1 was measured by ELISA kit from IBL international
according to manufacturer’s instructions (IBL, Germany). 100 pL
of SW872 cell culture supernatant were spotted on nitrocellulose
membrane (Hybon-C extra, GE Healthcare, France) with a Dot-
blot apparatus (Biorad). Membranes were processed as for the
Western-blot technique.

RNA isolation and RT-PCR

Total RNA was extracted with TRIzol reagent (Invitrogen,
Carlsbad, USA) according to the manufacturer’s specifications.
The reverse transcription (RT) was done with 2 pg of total
extracted RNA and 14.5 mL of RT mix containing: 6 mL of 5X
RT buffer (Invitrogen), 1.5 mL of 0.1 mol.L* DTT (Invitrogen),
3 mL of 10 mmol.L™ dNTP mix (Promega, Madison), 2.5 mL of
5 U.mL? of random hexamers (pdN6), 1.5 mL of 40 U.mL™
RNAse Inhibitor (Promega). After a denaturation at 65°C for 5
min, 2 mL of RTase 200 U.mL™ (Invitrogen) were distributed.
The RT steps are the followings, 37uC for 1 h, 95°C for 5 min.
cDNAs were then kept at 4°C. The PCR was done in a final
volume of 20 mL containing 4 mL of 5X PCR buffer (Promega),
2 mL of 25 mmol.L* MgCl, (Promega), 0.4 mL of 10 mmol.L*
dNTP mix, 0.1 mL of 5U.mL™ Taq polymerase (Promega), 11.5
mL of water DNase RNase free, 1 mL of cDNA and 1 mL of 10
mmol.L™ primer mix (Table 1). 30 cycles of PCR were done with
a pre-denaturation at 95°C for 2 min, 30 cycles of PCR
(denaturation at 95°C for 30 sec, annealing at 60uC for 30 sec,
extension at 72°C for 45 sec). Final extension was carried out at
72°C for 5 min, and samples were then kept at 4°C. The size of
PCR products was checked on 1.2% agarose gel electrophoresis
and visualized with EtBr. GAPDH was used as a housekeeping
gene.

Immunofluorescence

SW8T72 cells were grown on glass coverslips, washed twice with
PBS and then fixed for 5 min in fixation buffer (5% formaldehyde
v/v and 5% glutaraldehyde v/v in PBS) and washed twice with
PBS. Coverslips were conserved at -20°C. Cells were incubated
in the following primary antibod%/, anti-HMGB1 (Clone 2F86,
Sigma) 1:200 dilution (2.5 ug.mL ) in PBS-BSA 1% (w/v) and
incubated with the secondary antibody Alexa Fluor 594-
conjugated anti-mouse 1gG (1:1000 dilution). Nuclei were stained

ith DAPI (Sigma, D9542) at a final concentration of 0.1 ng.mL"
). Coverslips were mounted in Vectashield (Vector Labs,
Clinisciences, France), and fluorescence was observed using a
Nikon Eclipse E2000-U microscope (Nikon, Tokyo, Japan).
Images were obtained using the Nikon Digital sight PS-Ul
camera system and the imaging software NIS-Element AR
(Nikon, Tokyo, Japan).

Flow cytometry

Cells were harvested after two washes with PBS, then pelleted at
800 g for 5 min. Cells were incubated with 5% (w/v) BSA in PBS
for 10 min at room temperature under agitation. Primary and
secondary antibodies were diluted in PBS-BSA and incubated at
room temperature with agitation for 45 min. Primary antibodies
were anti-TLR2 (clone T2.5, 25 pg.mL™, HyCult Biotechnolo-
gy), anti-TLR4 directly conjugated with R-Phycoerythrin (clone
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Figure 5. HMGB1 mediates IL-6 release through RAGE. A) TLR2, TLR4, RAGE and HMGB1 mRNA expression was assessed by RT-PCR
from total RNA obtained from SW872 cell after 12h in culture, with (+) and without (2) Reverse Transcriptase (RT). B) Cell surface
expression of TLR2, TLR4 and RAGE were analyzed by FACS C) SW872 cells were treated with rHMGB1 1 pg.mL = for 5 h with control
mouse IgG (CTL), TLR2 or TLR4 blocking antibody (n = 4). D) SW872 cells were treated as in (C) except that control goat IgG (CTL) or goat
polyclonal anti-RAGE were used (n = 4). All values are expressed as means +/- SD and degrees of significance are indicated in the figure
captions as follow, * p,0.05, ** p,0.01, *** p,0.001 and ns = not significant.

doi:10.1371/journal.pone.0076039.g005

HTA125, 25 pg.mL? HyCult Biotechnology) or anti-RAGE
(polyclonal antibody, Chemicon international) at 1:100 dilution.
When required, we used anti-goat or anti-mouse conjugated to R-
Phycoerythrin (polyclonal antibody, Southern Biotech) at 1:500
dilution as secondary antibodies. After two washes with PBS,
cells were harvested in PBS. For each experiment 10000 cells
were counted and were analyzed by flow cytometry (Beckman

PLOS ONE | www.plosone.org

Coulter FC-500-MPL Flow Cytometer, MXP acquisition software
and CXP analysis software, version 2.2).

Statistical analysis

All values are expressed as mean +/- SD and are represen-tative at

least of 3 independent experiments. Comparisons between

different treatments have been analyzed by a one-way ANOVA

test. Values p,0.05 were considered statistically significant for a
September 2013 | Volume 8 | Issue 9 | €76039
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Figure 6. HMGB1 controls MCP1 (CCL2) secretion. A) MCP1 and TNFa mRNA expression were assessed by RT-PCR from total RNA
obtained from SW872 cell after 12h in culture, with (+) and without (2) Reverse Transcriptase (RT). B) MCP1 and TNFa secretion by ELISA
assay from SW872 supernatant culture 6h after media renewal (n = 6). C) IL-6 levels were determined by ELISA from SW872 cells treated
with increasing concentrations of recombinant HMGB1 for 5 h (n = 3). D) Detection of MCP1 secretion in stably infected SW872 with
scramble shRNA (Sh CTL) or HMGB1 shRNA (Sh HMGB1) constructs after 5h of media renewal (n = 3). All values are expressed as means
+/- SD and degrees of significance are indicated in the figure captions as follow, * p,0.05, ** p,0.01, *** p,0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0076039.g006

post-hoc Tukey-Kramer test in order to compare treated versus
non-treated. All statistical tests were done using the software
Graph-Pad Prism version 5.01 (San Diego, CA, USA). Degrees of
significance are indicated in the figure captions as follow: *
p,0.05; ** p,0.01; *** p,0.001, ns = not significant.

Results

1. SW872 as a preadipocyte model

In this study we wanted to test the secretion of HMGB1 and the
contribution to fat inflammation of preadipocyte. We used the human
liposarcoma cell line SW872 as a model. We first tested the
phenotype of SW872 considered as a preadipocyte model. Using RT-
PCR we found expression of preadipocyte markers Prefl, GATA2
and AEBP in SW872 as in 3T3L1 preadipocyte (Table S1, Figure
S1). We were not able to detect adipocyte markers FABP4, C/EBPa,

PLOS ONE | www.plosone.org

PPARCc, KLF15, transcripts and the presence of lipids droplets by
Oil Red O staining at any time of our experimental settings (data
not shown). All of these observations argue in favor of
preadipocyte status for SW872 cell line.

2. HMGBL1 localization in the human preadipocyte
cell line SW872

We analyzed the basal expression of HMGB1 in the human
preadipocyte SW872 cells by RT-PCR. The transcript of HMGB1
was detected in SW872 cells in basal culture conditions (Figure 1A).
We next investigated the cellular localization of HMGB1 in SW872
cells by immunofluorescence. We found that 100% of SW872 cells
expressed HMGB1 and with an immunostaining mainly localized to
the cytoplasm (Figure 1B). To confirm that SW872 cells
predominantly expressed cytoplasmic HMGB1, we performed
Western blot of cellular fractions of cytoplasm (Cy) and
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doi:10.1371/journal.pone.0076039.g007

nucleus (Nu). The proteins b-actin and lamin B were used as
internal controls to assess the enrichment for cytoplasmic and
nuclear proteins, respectively. High levels of cytoplasmic and low
amount of nuclear HMGB1 were detected in SW872 cells
confirming the immunofluorescence data (Figure 1C). These
results suggest that HMGB1 accumulates in the cytoplasm of the
human preadipocyte cell line SW872. The same results were
observed using the mouse 3T3L1 preadipocyte cell line (Figure
S2).

3. Secreted HMGB1
secretion in SW872 cells

It was previously shown that high levels of HMGBL1 in the
cytoplasm were typically associated with its active secretion [28].
We first tested the release of HMGB1 by SW872 cells by Dot blot
from tissue cell supernatant (TCS). HMGB1 was released as soon
as 30 min after media renewal and the level of secreted HMGB1
increased continuously (Figure S3A). We did not observe SW872
cell necrosis during this experiment as addressed by the LDH
assay (Figure S3B). Hence, HMGB1 secretion was not due to
passive release. All these observations also occurred in 3T3L1
preadipocyte cell lines (Figure S3C). We next used RT-PCR and
ELISA to show that IL-6 is expressed (Figure 2A) and released
(1093.63 pg.mL'1 +/-24.57) by SW872 cells in normal cell
culture conditions (Figure 2B).

In order to investigate a potential correlation between HMGB1
and IL-6 secretion in SW872 we evaluated the release of IL-6

level correlates with IL-6
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and HMGB1 by ELISA after media renewal. We further
demonstrated a significant positive relationship between secreted
HMGBL1 levels and IL-6 release (Spearman’s rank correlation
coefficient: r = 0.9429 and p,0.05; Pearson’s correlation coeffi-
cient: r = 0.9108 and p,0.05) (Figure 2C). These results suggest
that the expression and release of IL-6 correlated with the release
of HMGB1 by SW872 cells as in 3T3L1 (Figure S3C).

4. Secreted HMGB1 controls the release of IL-6 in
SW872 cells

We produced a recombinant form of human HMGB1 (rHMGB1)
to investigate the direct effects of HMGB1 on SW872 adipocytes
(Figure S4A). SW872 cells were stimulated with increasing
concentrations of rHMGB1 and levels of secreted IL-6 were
quantified by ELISA. Whereas the secretion of IL-6 was not
significantly affected after treatment of SW872 cells with 100

ng.mL'l of rHMGBL1, higher concentrations of rHMGB1
significantly enhanced the release of IL-6 (p,0.01) and in a dose
dependent manner (Figure 3A). IL-6 secretion was not related to
rHMGBL1 cytotoxicity as cell viability was not affected by all
tested dose of rHMGB1 (Figure S4B). Moreover, HMGB1
blocking antibody (abHMGBL) induced a significant reduction of
IL-6 secretion in SW872 cells stimulated or not stimulated with
rHMGB1 (Figure 3B). These results suggest that IL-6 secretion
can be regulated by extracellular HMGBL1.

To further test the contribution of HMGB1 release to IL-6
secretion, cells were treated with two HMGBL1 inhibitors, ethyl-
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pyruvate that blocks the release of HMGBL1 (Figure S4C) [29] and
glycyrrhizin that interacts with HMGB1 and prevents its binding
to its cellular receptors (e.g. TLR2, TLR4, RAGE) [30,31]. The
drug concentrations used herein did not affect cell viability as
measured by MTT assay for SW872 (data not shown). The
secretion of IL-6 was significantly decreased by 75% (p,0.001)
after treatment of SW872 cells with low concentrations of ethyl-
pyruvate and in a dose independent manner (319.52 pg.mL™ of
IL-6 secretion +/- 73.88 after treatment with 10 mmol.L™? of
Ethyl-pyruvate, 323.99 pg.mL™? +/- 88.64 after treatment with
20 mmol.L? 281.54 pg.mL™? +/- 237.78 after treatment with 30
mmol.LY) compared to untreated cells (1220 pg.mL+/-88.68)
(Figure 3C). Similarly, the release of IL-6 significantly decreased
by 55% (p,0.05) after treatment of SW872 cells with 500 ng.mL™
(615.79 pg.mL™* of IL-6 secretion +/- 257.01 or 1000 ng.mL‘of
glycyrrhizin (574.95 pg.mL™ +/-196.24) compared to untreated
cells (1300 pg.mL? +/-202.32) (Figure 3D). To validate our
observations we used an shRNA which target human HMGB1
mRNA and efficiently down regulated HMGB1 at mRNA,
protein level and in the media (Figure 4A, B and C). HMGB1
down regulation was accompanied by at least 50% reduction
(p,0.001) of the release of IL-6 (Figure 4C).

5. HMGB1-mediated IL-6 secretion involves the
receptor RAGE in SW872 cells

It is well documented that HMGB1 can bind to the cellular
receptors TLR2, TLR4 and RAGE [20]. Hence, we first tested the
expression of these receptors in SW872 cells using RT-PCR and
FACS analysis. TLR2, TLR4 and RAGE mRNAs were detected
in SW872 cells (Figure 5A) and all three receptors were detected
at the cell surface by FACS (Figure 5B). Next, we investigated
whether HMGB1-mediated secretion of IL-6 was dependent of
these cell surface receptors in SW872 cells using blocking
antibodies against TLR2, TLR4 and RAGE. SW872 cells were
treated for 5 h with rHMGB1 together with either an irrelevant
mouse antibody (IgG control) or blocking antibodies against
TLR2, TLR4 or RAGE as previously described [25]. Whereas
TLR2 and TLR4 blocking antibodies had no significant effects on
IL-6 secretion induced by rHMGBL1 (Figure 5C), RAGE blocking
antibody significantly decreased IL-6 secretion by 3 fold
(p,0.001) (85.10% of IL-6 secretion +/- 12.53%) compared to
cells stimulated with rHMGBL1 and incubated with irrelevant 19gG
control (258.89% of IL-6 secretion +/- 8.54) (Figure 5D). This
result was confirmed using another antibody against RAGE
(rabbit anti-RAGE, 4679S, Cell Signaling Technology) (data not
shown). Our results suggest that HMGB1-mediated secretion of
IL-6 involved the receptor RAGE expressed by SW872 cells.

6. HMGBL1 control MCP1 secretion in SW872

In LGI other inflammatory markers were also important like
TNFa and MCP1 (CCL2). We investigated basal expression of
TNFa and MCP1 in our SW872 preadipocyte model, as
previously observed [22,32] high levels of MCP1 was expressed
and secreted as addressed by RT-PCR and ELISA respectively
(Figure 6 A and B). Low levels of TNFa was detected in basal
conditions. The same pattern was found in 3T3L1 preadipocyte
by RT-PCR (Figure S5). MCP1 secretion was next monitored in
response to treatment of SW872 cells with rHMGB1. rHMGB1
significantly enhanced the release of MCP1 (p,0.01) in a dose
dependent manner (Figure 6C).

To validate HMGBL1 action, we analyzed MCP1 secretion after
treatment of SW872 with plasmid encoding shRNA against
HMGBL as described above for IL6. Down regulation of HMGB1
levels significantly (p,0.01) reduced MCP1 secretion (Figure 6D).
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All together these observations argue in favor of MCP1 secretion
controlled by HMGBL1 in preadipocyte.

Discussion

The secretion of HMGB1 by macrophages is well characterized and
essentially through the active release from cytoplasmic stores.
Moreover, secreted HMGB1 can induce a signaling cascade leading to
the production and release of a plethora of pro-inflammatory molecules
and leading to LGI. It is recognized that adipose tissue contributes to
LGl but the role of HMGBL1 specifically on preadipocytes has remained
largely unknown.

To test the hypothesis that HMGB1 could participate to LGI in fat
tissues, we used the human liposarcoma cell line SW872 as a
preadipocyte model [33,34,35,36,37,38]. Herein, we showed that
HMGBL1 accumulated in the cytoplasm of SW872 and was secreted in
the cell culture supernatants overtime. This observation is in agreement
with a previous study where the authors showed that highly acetylated
form of HMGB1 preferentially accumulated in the cytoplasm of
monocytes before being secreted [28]. It is generally accepted that a
dominant activity of histone acetyl tranferase activity and/or a lower
activity of histone deacetylase could contribute to the accumulation of
cytoplasmic HMGBL1 but this remains to be tested in our cell model.

Interestingly, we found that SW872 cells released constitutively high
levels of IL-6 and through a direct action of the endogenous HMGB1.
The levels of secreted IL6 correlated positively with the level of
HMGB1 and, more importantly, we found that two inhibitors of
HMGBL release impaired IL6 production by SW872. Thus, our data
show strong inhibitory activities either with ethyl-pyruvate [29] or
glycyrrhizin which interacts specifically to A and B boxes of HMGB1
preventing its binding to its receptors [30]. These two inhibitors
interfere with HMGBL1 effect on IL-6 secretion. The decrease in IL-6
production mediated by the inhibition of endogenous HMGB1 might
suggest an autocrine and paracrine activity of HMGBL to regulate the
secretion of IL-6 in SW872 cells. We observed that IL-6 secretion was
less inhibited by glycyrrhizin than by ethyl-pyruvate. This difference
might be due to the double action of ethyl-pyruvate which interferes
with HMGBL1 secretion [29] but also decreases NF-kB DNA binding
activity, thus reducing the production of cytokines [39].

When SW872 cells were exposed to rHMGB1, we observed an
increased secretion of IL-6 in a dose dependent manner further
suggesting that HMGB1 can act in a direct manner on fat cells to
promote the release of IL-6.

In a previous study, IL6 secretion was significantly increased in culture
medium of adipocytes in presence of LPS [40]. Moreover, LPS was
more effective with higher IL-6 secretion in preadipocyte compared to
mature adipocytes [16,17,18]. It is known that HMGBL1 can strongly
enhance the cytokine response evoked by LPS [41,42] and this is to be
correlated with the observations that HMGB1 secretion by preadipocyte
was not observed in fully mature adipocyte [43]. All together these
observations would argue for a more potent inflammatory role of
preadipocyte when compared to mature adipocytes.

The strong association between high levels of secreted HMGB1 by
SW872 and strong levels of IL-6 is interesting to shed new light on the
mechanisms of LGI and possible therapeutic avenues. It has also been
shown a strong link between IL-6 serum levels and insulin resistance
[8,15,44,45,46]. Hence, this relation between I1L6 and insulin resistance
should be extended to propose a central role of HMGB1 in insulin
resistance through it action on IL6 secretion.
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The therapeutic potentials of HMGB1 inhibitors should now be
tested in the context of insulin resistance pathologies and
experiments along these lines are now highly warranted.

Using our preadipocyte SW872 cell model, we showed that
HMGBL1 behave as a positive regulator of MCP1 secretion. As
MCP1 act as a chemokine which attract macrophages, HMGB1
may contribute to immune cells infiltration in adipose tissue and
instigating LGI. The presence of macrophages with potent pro-
inflammatory activities and in response to HMGBL1 released in
the vicinity of the adipocytes may contribute further to insulin
resistance (Figure7) [47,48,49].

Several key receptors have been implicated in HMGBL1 signaling,
including RAGE, TLR2 and TLR4. We showed that RAGE,
TLR2 and TLR4 are transcribed and expressed at the surface of
SW872 cells. However, only RAGE blocking antibody induced a
strong inhibition of IL-6 secretion by preadipocytes SW872
stimulated with rHMGBL1.

RAGE is known to be implicated in obesity, diabetes and their
complications [50]. This implication is mostly related to its
capacity to interact with advanced glycation end products (AGE)
[51]. AGE can signal through RAGE to activate oxidative stress
and inflammation and finally interfere with insulin-signaling
pathways in adipocytes to decrease insulin sensitivity [52,53]. It
will be essential to decipher the signaling pathways engaged by
HMGBL1 binding to RAGE in fat cells and although the role of
soluble RAGE (natural antagonist) in this paradigm. Moreover,
we will need to address whether AGE and HMGB1 can compete
for the same binding site on RAGE and emphasizing possible
antagonistic effects yet to be identified. We will need to study the
signals downstream of RAGE and perform transcriptomic
profiling of SW872 prior to and after HMGBL1 stimulation. We
used herein a model of human preadipocyte cells and it would be
interesting to test the contribution of HMGBL1 in primary cultures
of human adipose cells and in vivo following the injection of
HMGBL in fat tissue sites.

Our results argue in favor of a central effect of RAGE in fat tissue
inflammation. Administration of soluble RAGE or blocking
antibody can induce a protective effect against inflammation and
diabetes [54,55] and this could be due to the interference with
HMGBL pro-inflammatory functions. Remarkably, little is known
about the distribution of HMGBL1 in fat tissues and whether the
level of soluble HMGBL (in blood and fat tissues) is increased in
response to obesity. Experiments along these lines are now highly
warranted following cohorts of patients and analyzing sera and
tissue biopsies for the presence of soluble HMGBL1 and possible
correlations with elevated levels of proinflammatory cytokines
and adipokines.

In summary, our study is the first report ascribing a novel
proinflammatory activity of HMGB1 on adipose tissue and
particularly in preadipocyte. We can consider that soluble
HMGBL1 is a novel adipokine secreted by preadipocyte and
controlling inflammation through the binding to RAGE receptors
[56,57]. Indeed, our observations showed a direct involvement of
HMGBL in controlling the secretion of IL-6 and MCP1 in adipose
tissues (Figure7). Experiments are now highly warranted to
decipher the role of HMGB1/RAGE in LGI and numerous
associated chronic pathologies.
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with (+) and without (2) Reverse Transcriptase (RT). B) Detection of
HMGBL1 protein in different cell fractions by Western blot analysis.
HSP60 is a cytoplasmic protein (Cy) (Antibody from Sigma-aldrich
clone LK2) and H4 a nuclear protein (Nu) (Antibody from Santa-
Cruz Biotechnology sc-10810).

(TIF)

Figure S3 SW872 and 3T3L1 releases actively HMGB1 in cell
culture media. A) Quantification of HMGB1 secretion after renewal
of cell culture media from SW872 cells in time dependent manner by
Dot-Blot analysis. B) LDH assay on cell culture media from SW872
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manufacturer’s  instructions  (Sigma-aldrich). C) Impact of
ethylpyruvate on HMGBL secretion by Dot-Blot analysis.

(TIF)

Figure S5 MCP1 (CCL2) and TNFa mRNA expression. MCP1 and
TNFa mRNA expression were assessed by RT-PCR from total RNA
obtained from 3T3L1 cells after 12h of culture, with (+) and without
(2) Reverse Transcriptase (RT).

(TIF)

Table S1 List of primers used in this study for RT-PCR on 3T3L1 and
SW872 RNA.
(TIF)
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Figure S1: Preadipocyte markers expression in SW872 and 3T3L1 cell lines. Expression of Pref-1,
GATA2, AEBP by RT-PCR from total RNA obtained from SW872 cell after 12 h in culture (A) or from
3T3L1 after 16h in culture, with (+) and without (2) Reverse Transcriptase (RT). GAPDH served as

housekeeping gene.
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Figure S2: HMGB1 expression and localization in the human preadipocyte cell line 3T3L1. A)
Expression of HMGB1 by RT-PCR from total RNA obtained from 3T3L1 cell culture after 16h in culture,
with (+) and without (2) Reverse Transcriptase (RT). B) Detection of HMGB1 protein in different cell
fractions by Western blot analysis. HSP60 is a cytoplasmic protein (Cy) (Antibody from Sigma-aldrich
clone LK2) and H4 a nuclear protein (Nu) (Antibody from Santa-Cruz Biotechnology sc-10810).
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Figure S3: SW872 and 3T3L1 releases actively HMGB1 in cell culture media. A) Quantification of
HMGBI1 secretion after renewal of cell culture media from SW872 cells in time dependent manner by
Dot-blot analysis. B) LDH assay on cell culture media from SW872 from A) according to manufacturer
instructions (Sigma-aldrich). C) Quantification of HMGB1 and IL-6 secretion after renewal of cell
culture media from 3T3L1 cells in time dependent manner by respectively by Dot-blot and ELISA

assays.
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Figure S4: HMGB1 inhibition downregulates IL6 re-lease. A) Biochemical evaluation of HMGB1 purity
by SDS-PAGE followed by Coomassie Blue staining or Western blotting with HMGB1 antibody (2F6
from Sigma-aldrich). B) Cytotoxicity evaluation of rHMGB1 on SW872 cell line using MTT assay
according to manufacturer’s instructions (Sigma-aldrich). C) Impact of ethylpyruvate on HMGB1

secretion by Dot-blot analysis.

120




R MCP1

TNF-a

g GAPDH

3T3L1

Figure S5: MCP1 (CCL2) and TNFa mRNA expression. MCP1 and TNFa mRNA expression were
assessed by RT-PCR from total RNA obtained from 3T3L1 cells after 12h of culture, with (+) and

without (2) Reverse Transcriptase (RT).
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Gene Genre Genbank Primers Sequences Amplimer Size (pb)
GAPDH mouse NM 008084.2 Forward 5'- CATCACCATCTTCCAGGAGCG -3 443
- Reverse 5'- TGACCTTGCCCACAGCCTTG -3'

HMGB1 mouse NM 010439 3 Forward 5'- ATGAGAAGGATATTGCTGCCTACAG -3 201
- Reverse 5'- CTGCGCTAGAACCAACTTATTCATC -3'
L6 mouse NM 0311681 Forward 5'- ACAACCACGGCCTTCCCTACTT -3 129
- Reverse 5'- CACGATTTCCCAGAGAACATGTG -3
MCP1 mouse NM 011333.3 Forward 5'- CACTCACCTGCTGCTACTCA -3 117
- Reverse 5'- GCTTGGTGACAAAAACTACAGC -3'
TNE-a mouse NM 013693.2 Forward 5'- GGGCCACCACGCTCTTC -3 151
- Reverse 5'- GCTACAGGCTTGTCACTCGAATT -3'
human NM 0011456611 Forward 5'- TGGGCTAGGGAACAGATGGA -3 492
GATA2 - Reverse 5'- GAGGAGAAGAGGGTGCAGGC -3'
mouse NM 008090.5 Forward 5'- TGCAACACACCACCCGATAC -3 180
- Reverse 5'- GCACCACAGTTGACACACTC -3’
human NM_001129.3 Forward 5'- AGGGCTTCCTGTCAGAGCTA -3 235
AEBP Reverse 5'- GGGACCCCTCCAAGGACT -3'
mouse NM_009636.2 Forward 5'- GCAGCGGGCAGATGTAGAA -3 274
Reverse 5'- GAACTTCTTTCCTGCCGAGG -3'
human NM 003836.5 Forward 5'- CACCTATGGGGCTGAATGCTT -3 313
Prefl - Reverse 5'- GCAGTCCTTTCCCGAGTACC -3'
mouse NM 010052.5 Forward 5'- GACCCACCCTGTGACCCC -3 757
- Reverse 5'- CAGGCAGCTCGTGCACCCC -3'
Table S1: List of primers used in this study for RT-PCR on 3T3L1 and SW872 RNA.
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3. Etude 3: Recombinant human HSP60 produced in ClearColi™
BL21(DE3) does not activate the NFkB pathway

Article publié + résultats complémentaires

Introduction:

HSP60 est une protéine chaperonne intracellulaire, décrite comme une alarmine ou DAMP lorsqu’elle
est libérée en dehors de la cellule. Lorsque HPS60 interagit avec ses récepteurs, cela induit une
cascade de signalisation impliquant la voie NF-kB, conduisant a la production de cytokines
inflammatoires. De récentes publications suggerent que HSP60 seul ne serait pas capable d’induire
une inflammation, celle-ci serait due a la présence d’endotoxines lors de la préparation de la
protéine. Le but de cette étude est d’évaluer les propriétés inflammatoires de la protéine HSP60 et
d’analyser la contribution de la liaison du LPS a HSP60 sur l'inflammation. Nous allons également
examiner |'interaction entre CD93 et HSP60.

Méthodologie:

-Production et purification de HSP60 recombinant en bactérie BL21 classique et ClearColi™
(« endotoxine free »).

-Extraction et purification des LPS de bactérie BL21 classique et ClearColi™.

-Analyse de la réponse inflammatoire des monocytes par le LPS purifié, par I'activation de la voie NF-
kB par mesure de I'activité NF-kB/SEAP sera analysée.

-Exploration de la réponse inflammatoire des monocytes induite par HSP60 purifié. Pour cela nous
allons mesurer la production de cytokines inflammatoires par ELISA. Nous allons également mesurer
I’activation de la voie NF-kB par mesure de I'activité NF-kB /SEAP.

-Analyse de la réponse inflammatoire des monocytes par la liaison HPS60 et LPS. Parallelement a
cela, nous mesurerons |’activation de la voie NF-kB par mesure de I'activité NF-kB /SEAP.

-Etude de linteraction entre le CTLD-CD93 et HSP60. Pour cela nous allons réaliser un « ELISA

interaction » et un pull-down.
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Résultats:

Nous avons mis en évidence que le LPS et la protéine HSP60 produite en bactérie « endotoxine free »
n’étaient pas capable d’induire une inflammation contrairement a celles produites en bactérie
classique. De plus nous avons montré que HSP60 associé a du LPS serait capable d’induire une
inflammation plus importante que le LPS seul. Nous avons également montré que le HSP60 était
capable d’interagir avec le CTLD de CD93.

Conclusion:

Ces résultats nous montrent que la protéine HSP60 n’est pas capable d’induire une inflammation a
elle seule. HSP60 aurait donc besoin de se lier a un PAMP (LPS) pour induire une inflammation via la
voie NF-kB. Durant une infection microbienne, HSP60 libérée dans le milieu extracellulaire interagit
avec le LPS et agit comme alarmine. Il permettrait ainsi de faciliter la reconnaissance des microbes en
diminuant le seuil de détection du LPS. Enfin, CD93 pourrait étre également un nouveau récepteur de
HSP60.
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Atrticle history: HSP60, an intracellular molecular chaperone has been largely described as an alarmin or damage-associ-ated molecular
Received 7 November 2014 pattern when released outside the cell. HSP60 has been reported as a possible ligand of TLR2 or TLR4 inducing NFxB-
Received in revised form 14 January 2015 dependant signaling pathway leading to cytokine secretion. However, recent publications suggested that HSP60 could not act

Accepted 22 January 2015 as an activator of TLR4 by itself. The observed effect could be due to the presence of endotoxin in HSP60 preparation

especially LPS. In order to clarify the controversy, we produced recombinant human HSP60 in two different strains of
Escherichia coli, stan-dard strain for protein overproduction, BL21(DE3), and the new ClearColi BL21(DE3) strain which

Keywords: ) ) lacks LPS-activity through TLR4. Undoubtedly, we have shown that recombinant HSP60 by itself was not able to induce
HSPGO recombinant protein NF«xB-dependant signaling pathway in a model of THP1 monocyte cell line. Our data suggest that HSP60 needs either
g;etarkc_oll BL21(DE3) pathogen-associated molecules, specific post-translational modification and/or other host factors to activate immune cells via
okine o
NF«B NF«B activation.
2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
1. Introduction HSP60 plays a key role as a shuttle of newly translated, translocated and

stress-denatured or misfolded proteins [3].
Heat shock proteins (HSPs) are a group of proteins highly conserved during HSP60 is able to stimulate innate and adaptive immunity [4,5]. During stress

evolution. HSPs are molecular chaperones which assist the refolding of non- in prokaryotic or eukaryotic cells, it has been shown that the synthesis of
native or misfolded proteins. Thus, HSPs help proteins to recover their HSP60 was up-regulated. This up-regulation occurred also under viral and
complete function or provoke their proteolytic degradation [1,2]. bacterial infections, autoimmune or metabolic disorders [6-9]. Although
Mitochondrial 60 kDa-heat shock proteins (HSP60) belong to the family of HSP60 localizes primarily within mitochondria, its localization can also
type | chaperonins. change when its level of expression is dramatically increased. These proteins

can be exposed on the cell surface or released into the extracellular space [10—
14]. Since 1993, HSP60 preparations from diverse sources (bacteria,

Abbreviations: APC, antigen presenting cells; CD14, cluster of differentiation 14; DAMP, mammalian and human tissues) were shown to activate the innate immune

damage-associated molecular pattern; exHSP60, extracellular 60 kDa-heat shock protein; GST,

glutathion-S-transferase; HSP, heat shock proteins; HSP60, 60 kDa-heat shock protein; hTNF- system. Indeed, extracellular HSP60 (exHSP60) has been considered as an
a, human tumor necrosis factor a; LPS, lipopolysaccharide; MD2, myeloid differentiation 2; alarmin or a Damage-Associated Molecular Pattern (DAMP) [15-19].
NF«B, nuclear factor kappa B; PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; PMB, polymixin B; Interestingly, HSP60 cytokine effect was mediated by Toll-Like Receptor

rhHSP60, recombinant human 60 kDa-heat shock protein; RPMI medium, Roswell Park : : : :
Memorial Institute medium; SEAP, secreted alkaline phosphatase; TLR2, toll-like receptor 2; (TLR) 2 (TLR2) and TLR4 signal transduction pathway which triggers the

TLR4, toll-like receptor 4. activation of Nuclear Factor kappa B (NF«B) in different cells types [20-22].

CD14, which was required for the interaction between lipopolysaccharide
ft Corresponding author at: Laboratoire GRI, Université de La Réunion and plateforme CYROI, (LPS) and TLR4, was shown to be necessary for exHsp60-mediated
15, Avenue René Cassin, BP 7151, 97715 Saint Denis Messag. Cedex 9, Reunion. Tel.: +262

inflammatory signaling [23].
262 93 88 29. ysig 9[23]

E-mail address: wildriss.viranaicken@univ-reunion.fr(W. Viranaicken). ! These two
zziuthors contribute equally to this work.
Co-authors seniorship.

http://dx.doi.org/10.1016/j.cyt0.2015.01.0281043-4666/
2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

125



http://dx.doi.org/10.1016/j.cyto.2015.01.028
http://www.sciencedirect.com/science/journal/10434666
http://www.journals.elsevier.com/cytokine
mailto:wildriss.viranaicken@univ-reunion.fr
http://dx.doi.org/10.1016/j.cyto.2015.01.028

C. Planesse et al. / Cytokine 73 (2015) 190-195 191

Most of the experiments revealing exHSP60 as an activator of the NF«kB
pathway in immune cells have been performed using recombinant HSP60
overexpressed and purified from Escherichia coli. It is well known that one
HSP60 molecule can bind to two LPS molecules with high affinity, after
overexpression and purification from E. coli bacteria LPS [24]. Between 1993
and 2002, to assess a specific HSP60 effect on NFxB activation, authors used
essentially an inhibitor of LPS mediated inflammation without any decrease
in HSP60 cytokine effect (polymixin B, PMB) or heat-denatured of HSP60
[4,20,25-27]. In 2003, Gao and Tsan did not observe any cytokine effect
when highly purified HSP60 from E. coli was used [28]. Hence, the function
of exHSP60 in the immune system remains disputed [24,29-31]. More recent
studies using recombinant proteins still associate cytokine effects to HSP60
but without addressing the possible contribution of contaminating LPS
[16,25,32].

To clarify this controversy, we have used here a new host for bacterial protein
overexpression. We prepared recombinant human HSP60 (rhHSP60) using
new commercially available strain of E. coli called ClearColi BL21(DE3).
ClearColi BL21(DE3) bacteria was genetically engineered to express a
modified LPS. This modified LPS did not trigger the endotoxic TLR4-
dependant response in mammalian cells. Using this system, we found that our
recombinant HSP60 was not able to induce NFkB dependant pathway. Thus,
we suggest that HSP60 by itself has no cytokine effect in immune cells
through the TLR4-NF«B pathway.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

All reagents were from Sigma—Aldrich (Sigma—Aldrich, France), excepted
when indicated.

2.2. LPS extraction

LPS extraction from standard BL21(DE3) (Invitrogen, Life Technologies,
France) or ClearColi BL21(DE3) strain (Lucigen, Euromedex, France) was
performed as described [33,34]. No proteins and nucleic acid contaminations
were found using respectively SDS-PAGE analysis followed by silver
staining or GelRed agarose gel electrophoresis. LPS were quantified through
the generation of lipid chromophore in the presence of concentrated sulfuric
acid and at a kmax of 300 nm [35]. Briefly 20 pL of each LPS preparation
was treated for 20 min at 90 °C with 100 pL of concentrated sulfuric acid
(95% v/v). Reactions were stopped in ice water bath and absorption at 300 nm
was recorded using an UV-visible spectrophotometer (UV mini 1240,
Shimadzu, Japan). Commercially available LPS (L2630) was used to generate
a standard curve.

2.3. Protein expression

The plasmids used during this study were pGEX-4T-1 (GE, Amersham,
France) and pGEX-4T-1 GST-rhHSP60 from Dr. Altieri (The Wistar
institute). They were transformed into two different strains of E. coli, standard
BL21(DE3) and ClearColi BL21(DE3). Clones were grown in 50 mL LB
medium with Ampicillin at 37 °C overnight at 200 rpm. The 50 mL overnight
culture was put in 1L of 2YT medium with Ampicillin. The expression of
human GST-rhHSP60 was induced at an OD of 0.6 with 1 mmol L-1
isopropyl beta-p-thiogalactoside (IPTG) and left at 37 °C during 3 h at 200
rpm. Then, bacteria suspensions were centrifuged at 3000 g during 20 min at
4 °C. The pellets were frozen at -20 °C or used directly for the following
stage.

2.4. Protein purification

The pellets were suspended in 10 mL of cold Lysis Buffer 0.5% Triton X100
in PBS with 1 tablet EDTA-free protease inhibitor (Roche Diagnostic,
France). Lysis of bacteria were performed by sonication (Misonix ultrasonic
liquid processor, France) at 80% of amplitude for 2 min, with 10 s of burst
and 10 s of pause, maintained constantly in the ice. Lysates were centrifuged
at 15,000g for 10 min at 4 °C. The supernatants were loaded on 0.5 mL of
Glutathione Sepharose 4B column (GE, Amersham, France). The column was
washed with 10 column volumes with storage buffer (25 mmol.L™* HEPES,
150 mmol.L™* NaCl).

Then 20 units mL-1 thrombin in 500 pL of storage buffer were added in the
recapped column. The column was incubated on a roller mixer at room
temperature for 2 h incubation. After the incu-bation step, rhHSP60 was
recovered in the flow through and GST remained bound to the column. For all
experiments using rhHSP60, the negative control was obtained using the flow
through of GST-expressing bacteria as starting materials.

All recombinants proteins were stored at -80 °C after a flash frozen step in
liquid nitrogen. Protein purifications were monitored by SDS-PAGE
followed by Coomassie blue staining. We also performed GelRed agarose gel
electrophoresis to be sure that recombinant protein preparation lacks DNA or
RNA. The proteins were quantified by bicinchoninic acid assay (BCA Assay).
Recombinant proteins were finally analyzed by 12.5% SDS-PAGE, and
proteins were visualized with Coomassie blue staining (Biorad) as before
[36].

2.5. Cell line culture

THP1 (ATCC TIB-202™) human monocyte cell lines and THP1-XBlue-
CD14-MD2 cells (Invivogen) were cultured in Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) medium 1640 completed with 10% (v/v) Foetal Bovine
Serum (FBS), 2 mmol.mL™* glutamine, 100 U.mL™ penicillin, 100 pug.mL-1
streptomycin, 0.5 plg.mL™ amphotericin B (PAN Biotech, Germany) at 37 °C,

5% CO2 in a humidified cell culture incubator.

2.6. Cells viability

THP1-XBlue-CD14-MD2 cells were platted in 24-well plates at a density of 5

105 cells mL-1 in MegaCell™ RPMI (PAN Biotech, Germany) without FBS
and were treated with 5000 ng mL-1 rhHSP60 purified from the standard
BL21(DE3) or from ClearColi BL21(DE3) strain or 1000 ng.mL* LPS
(L2630). After 16 h treatment, viable cells were counted using a Malassez’s
counting chamber and trypan blue exclusion test of cell viability.

2.7. NFkB/SEAP activity

THP1-XBlue-CD14-MD2 cells were platted in 96-well plates at a density of 5
10° cells mL-1 in MegaCell™ RPMI (PAN Biotech, Germany) without FBS
and were treated during 16 h with different concentrations of GST, GST-
rhHSP60 or rhHSP60 (dilution from 0 to 5000 ng.mL™) or LPS (dilution from
0 to 1000 ng.mL™Y), purified from the standard BL21(DE3) or from ClearColi
BL21(DE3) bacteria. For treatment with LPS-HSP60 complex, HSP60 (10
ug. mL™Y), LPS (2 ng.mL™Y) or LPS (2 ng mL™) mixed with HSP60 (10 pg.mL"
') were incubated in PBS at 37 °C for 2 h, then these preparations were
diluted ten-fold in MegaCell™ RPMI and THP1-XBlue-CD14-MD2 cells
were treated with this media as above. NFkB/ SEAP activity was evaluated in
the supernatants using Quanti-blue as described by supplier (Invivogen,
France).
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2.8. TNFa quantification

THP1 cells were platted in 96-well plates at a density of 5 105 cells.mL* and
pre-treated with 10 ng.mL™* PMA in complete RPMI medium for 48 h. PMA-
treated THP-1 cells were exposed, in MegaCell™ RPMI without FBS, to
purified rhHSP60 ClearColi BL21(DE3) at 2500 ng mL-1 or LPS at 1000
ng.mL™* during 6 h. Supernatants were collected and the amount of TNF-a
was measured by ELISA (Ready-SET-Go! , e-bioscience, Austria) according
to the manufacturer’s protocols.

2.9. Statistical analysis

All data are presented as means + standard error of the mean (SEM).
Statistical analyses were performed using 1992-2007 GraphPad Prism 5
Software, Inc. One-way ANOVA, followed by Turkey’s test were performed
to compare each treatments. P values < 0.05 were considered significant.

3. Results

3.1. LPS extracted from ClearColi BL21(DE3) does not induce NFkB
activation

We decided to use the new ClearColi BL21(DE3) strain to make sure that
cytokine effect of rhHSP60 was not due to contamination with bacterial LPS.
These ClearColi BL21(DE3) bacteria were genetically engineered in order to
express a modified LPS that lacks two of the six acyl chains and the
oligosaccharide part (Fig. 1). To our knowledge this is the first report using
this strain, so we tested the capacity of the remaining lipid IV 4 to activate the
NF«B pathway in a THP1-XBlue-CD14-MD2 experimental model which
expressed all TLRs, NOD1 and NOD2 [37]. First, using the hot phe-nol
extraction protocol, we extracted LPS from the conventional strain of E. coli
used for recombinant production of proteins, BL21(DE3), or from the new
ClearColi BL21(DES3) strain. As the conventional Limulus Amebocyte Lysate
(LAL) activity were not adapted to quantify modified lipid IV (Fig. S1), the
LPS content were quantified using lipid chromophore formation [35]. These
two sources of LPS were used to test for their capacity to activate the
expression of the NFkB reporter gene, Secreted Embryonic Alkaline
Phosphatase (SEAP), in THP1-XBlue-CD14-MD2 cells. LPS extracted from
BL21(DE3) strain triggered NF«B activation with elevated SEAP activity and
comparable to the commercially available LPS (LPS L2630). As expected,
the LPS extracted from ClearColi BL21(DE3) strain displayed no significant
effect on NFkB/SEAP activity (Fig. 2 and S2). This result lead us to conclude
that modified LPS (Lipid IV,) from ClearColi BL21(DE3) bacteria did not
trigger NFxB response in our human monocyte cell line.

3.2. thHSP60 purified from ClearColi BL21(DE3) lacks the capacity to
induce NF«kB activation

Glutathion-S-Transferase (GST) and GST-rhHSP60 were produced in the two
E. coli strains described above. In order to discard eventual GST-tag
interference with rhHSP60 specific action, we have chosen to cleave the
GST-tag with thrombin. The SDS-PAGE analysis confirmed the
homogeneity of the protein solution (90— 95%) and the removal of GST (Fig.
3). The Western blot confirmed rhHSP60 production and purification (Fig.
S3A).

To determine the effect of these proteins on NFkB signaling, we performed
the NFKB/SEAP activity test on THP1-XBlue- CD14- MD2 cells. rhHSP60
produced by standard BL21 (DE3) bacteria provoked a dose dependent
activation of NF«B. rhHSP60 expressed in ClearColi BL21(DE3) bacteria
did not activate NFxB (Fig. 3B).

O-antigen Possible substitues
= reipeat R1:P
n=1-40 R2: Kdo, Rha and/or P-Etn
R3:P or P-P-Etn
R4: Hep or GlcNAc
t— Outer core

r— Inner core

L Lipid A L LipidIVA

A B

Fig. 1. ClearColi BL21(DE3) cells express a modified LPS. (A) LPS of E. coli consists of a
polysaccharide region and is anchored in outer bacterial membrane by a carbohydrate lipid
moiety (lipid A), which contains six fatty acyl groups responsible of the LPS
immunostimulatory activity. (B) ClearColi modified LPS lacks the polysaccharide part and
contains an underacylated lipid A with only four fatty acids (lipid IV A).

To rule out any cytotoxic effect of the recombinant proteins used we have
observed good viability of THP1 cells after all treatments using the trypan
blue method (Fig. S3B).

As thHSP60 produced in ClearColi was not able to activate NFkB, we further
tested the folding and biochemical properties of HSP60. We tested a native
refolding for HSP60 produced in ClearColi using heat denaturation curve,
ATP binding assay and chaperonin activity [38] (Fig. S4). We confirmed that
HSP60 from ClearColi conserved its chaperonin property and had a native
folded state.

In agreement with above observations, THP1-XBlue-CD14-MD2 cells treated
with GST-rhHSP60 produce in ClearColi were not able to triggered NFxB
dependant response (Fig. S5B).

Some studies indicated that HSP60 pro-inflammatory effect can be related to
unidentified receptor different from TLR2 and TLR4 [39].We used another
macrophage reporter cell line (RAW-Blue™). These cells are derived from
RAW 264.7 macrophages which express TLR2 and 4 and also specific
receptors for HSP60 [16,39].We observed the same results as obtained for
THP1-XBlue-CD14-MD2 (Fig. S5C). All together these results showed that
HSP60 produced in ClearColi BL21(DE3) strain does not by itself signal
through the NF«kB pathway.
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Fig. 2. LPS extracted from ClearColi BL21(DE3) strain did not activate NFkB/SEAP
production in human THP1 monocyte cell line. THP1-XBlue-CD14-MD2 cells (5.10° cells.mL"
) were treated with different concentrations (from 0 to 1000 ng mL™) of LPS extracted
from the standard BL21(DE3) (d) or from ClearColi BL21(DE3) strain (j) during 16 h. The
results were normalized to the control (cells treated with storage buffer). The commercial LPS
(N) is used as the positive control. Results are presented as the mean = SEM from 3 independent
experiments. Differences were determined by One-way ANOVA Turkey’s test: * difference (P
< 0.05) and ** difference (P < 0.01) and *** difference (P < 0.001) between LPS from standard
BL21(DE3) and LPS from ClearColi BL21(DE3) strain. No different between LPS of
BL21(DE3) bacteria and LPS (P > 0.05).

3.3. TNFa secretion in PMA-treated THP1 stimulated by rhHSP60

Above experiments were based on NFkB/SEAP reporter gene assay. Given
that TNFa is a prototypical inflammatory marker and used previously to
screen for HSP60 activity on macrophages, we decided to test whether our
recombinant HSP60 could affect TNFa secretion. We treated THP1 cells with
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) in order to optimize cytokine cell
response [40]. Then, we treated these macrophage-like THP1 cells with
rhHSP60 produced from ClearColi BL21(DE3) strain or the BL21(DE3)
strain. LPS treatment confirmed that PMA-treated THP1 cells were able to
respond to inflammation inducer and

170 R
130

100 =
70 .
55 .

rhHSP60

40 =
35

NfkB/SEAP activity (a.u)
N
\
\
\
\
\
\

released TNFa at high levels (Fig. S6). In contrast, rhHSP60 did not induce
significant TNFa secretion (Fig. 4 and S6A). We also tested another major
proinflammatory marker IL6 and failed to observe that IL6 secretion was
affected by HSP60 (Fig. S6B). Altogether these observations suggested that
rhHSP60 itself does not have any pro-inflammatory cytokine effect.

3.4. HSP60 potentialises the LPS-dependant activation of NFkB
pathway

Using highly purified HSP60, it was previously shown that HSP60 can induce
NFkB activation through TLR4 only in association with LPS [24,30]. Thus,
HSP60 could potent LPS action. Hence, we tested if our HSP60 produced in
ClearColi was able to transduce NFkB when it was prebound to low dose of
LPS. We pre-incubated HSP60 with LPS and then we treated THP1-XBlue-
CD14-MD2 cells with the complex (Fig. 5). LPS at this concentration alone
activated only weakly NFkB pathway. When LPS was prebound to HSP60
this activation was increased significantly. These observations confirmed that
HSP60 potent the pro-inflammatory effect of LPS and HSP60 needs LPS to
transduce NFkB pathway in THP1 cells.

4., Discussion

Since 1993, numerous studies have shown that HSP60 was involved in innate
immune system activation [22,41,42], and that HSP60 was a link between the
innate and adaptive immune system [4,43-45].Indeed, HSP60 was able to
activate immune cells suchas, macrophages, dendritic cells, B cells, T cells
and others cells such as endothelial cells and adipocytes [20,22,32,45].
Moreover, numerous studies found that HSP60 could activate TLR2 and
TLR4 signaling pathway upstream NFkB inflammatory factor [20,23,46].
TLR2 and TLR4 are known to be respectively involved

- rhHSP60 BL21(DE3)

i { — rhHSP60 ClearColi BL21(DE3)

T
2000

1
4000 6000

ng/mL

Fig. 3. Recombinant human HSP60 produced in ClearColi BL21(DE3) E. coli did not induce NFkB/SEAP activity in monocyte THP1 cell line. (A) Biochemical evaluation of rhHSP60 purity by
SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining. (B) THP1-XBlue-CD14-MD2 cells (5 105 cells.mL™) were treated with different concentrations of rhHSP60 (from 0 to 5000 ng.mL™) produced in
the standard BL21(DE3) (dotted line) or produced in ClearColi BL21(DE3) (solid line) during 16 h. Then NFkB/SEAP activity was evaluated in the supernatants using Quanti-blue. The results were
normalized to the control. Results are presented as the mean + SEM from 3 independent experiments. Differences were determined by One-way ANOVA Turkey’s test: * difference (P < 0.05) and **
difference (P < 0.01) between rhHSP60 produced in standard BL21(DE3) and rhHSP60 produced in ClearColi BL21(DE3). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 4. rhHSP60 produced in ClearColi BL21(DE3) E. coli did not increase TNFa secretion

from PMA-treated THP1. THP1 cells (5.105 cells.mL™) were first treated with 10 ng.mL™ PMA
during 48 h then they were treated with different concen-trations of rhHSP60 (from 0 to 2500
ng.mL?) produced in the standard BL21(DE3) (dotted line) or produced in ClearColi
BL21(DE3) (solid line) during 6 h. TNFa quantification in the supernatant was performed by
ELISA. Results are presented as the mean + SEM from 3 independent experiments. Differences
were determined by One-way ANOVA Turkey’s test: ** difference (P < 0.01) and ***
difference (P < 0.001) between rhHSP60 produced in standard BL21(DE3) and rhHSP60
produced in ClearColi BL21(DE3).

in Gram-positive bacteria (lipopeptides or peptidoglycans) and Gram-negative
bacteria (lipopolysaccharides) recognitions [47,48].

In this study, we have first checked that ClearColi BL21(DE3) strain had a
non-endotoxic LPS using the in vitro model, THP1-XBlue-CD14-MD2 (Figs.
1 and 2), as considered by the supplier. We decided to use these endotoxin-
free bacteria for recombinant human HSP60 expression. rhHSP60 did not
provoke any pro-inflammatory response via NFkB activation in THPI-
XBlue-CD14-MD2 cells. Moreover rhHSP60 failed to modulate TNF-a
secretion in PMA-treated THP1 cells (Fig. 3 and 4). However, HSP60 pre-
bound to LPS was able to induce NFkB (Fig. 5).

In studies dealing with HSP60 inflammatory response, recombinant proteins
from the same supplier or produced in prokaryotic host have been used. As
we have shown in the standard BL21(DE3) bacteria, these recombinant
proteins are very likely contaminated by traces of LPS. Even when eukaryotic
cells were used for HSP60 overexpression [16], other contaminants could be
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Fig. 5.rhHSP60 produced in ClearColi BL21(DE3) E. coli required LPS to induce NFkB/SEAP
activity in monocyte THP1 cell line. THP1-XBlue-CD14-MD2 cells (5.105 cells.mL™) were
treated with LPS-HSP60 complex. HSP60 (10 pg.mL™) produced in ClearColi BL21(DE3),
LPS (2 ng.mL™) or LPS L2630 (2 ng.mL™) mixed with HSP60 (10 pg.mL™) produced in
ClearColi BL21(DE3), were incubated in PBS at 37 LC for 2 h, then these preparations were
diluted ten-fold to cells during 16 h. NFkB/SEAP activity was evaluated in the supernatants
using Quanti-blue. The results were normalized to the controls. Results are presented as the
mean + SEM from 3 independent experiments. Differences were determined by One-way

ANOVA Turkey’s test: * difference (P < 0.05) and ** difference (P < 0.01).

involved in the observed inflammatory effects [15,49] such as molecules
presenting hydrophobic domain which bind to HSP60 [15]. All these studies
considered HSP60 with low endotoxin usingLimulus Amebocyte Lysate
(LAL) assay or LPS inhibition with PMB. Nonetheless, it has been reported
that HSP60 could bind LPS with high affinity and that this interaction could
interfere with LPS inhibition or that the quantification of LPS could be
underestimated [24,50,51]. Some experiments have used heat-denatured
HSP60 as a negative control [24,29,48], but it is known that HSP60 could act
as an enhancer in the presence of very low concentration of LPS [24,29].

Of critical note, we have used E. coli bacteria to produced recombinant
human HSP60. This bacterially-expressed protein can lack post-translational
modification or eukaryotic co-factors essential to induce cytokine release.
Nevertheless, and as demonstrated since 2003 [24,48,49,52,53], we propose
that highly purified recombinant HSP60 from E. coli does not induce cytokine
responses in THP1 cells.

Recent studies suggested that HSP60 induced a specific IFNa production in
professional Antigen Presenting Cells (APC), in contrast to LPS which
induced IFN production and the NFkB pathway [29,30]. Moreover, it has
been shown that HSP60 induced myocyte apoptosis via TLR4 signaling
pathway [54]. It would be interesting to clarify and revisit alarmin activity in
immune and non-immune cells using our HSP60 protein produced in
ClearColi BL21(DE3) as all of these study used prokaryotic sources of human
HSP60 [20,23,26,46].

5. Conclusion

To summarize, we proposed that inflammatory effect of HSP60 previously
described, was due to effects of bacterial contaminants, such as LPS. This
may have strong implication in bacterial infection settings. We suggest that
HSP60 binds to LPS and acts as an alarmin carrier. So during bacterial
infection extracellular HSP60 released from stressed-cells binds to LPS and
facilitate microbe recognition by decreasing the threshold of LPS detection
and enhancing TLR4 mediated NFkB activation triggering pro-inflammatory
cytokine expression such as TNFa.
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Supplementary Fig. S1. LPS quantification with LAL assay. LPS quantification using LAL assay kit
(Hycult). The results were normalized to the control and were representative of two independent

experiments
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Supplementary Fig. S2. LPS extracted from ClearColi BL21(DE3) strain did not activate NFkB/SEAP in
human monocyte cell line. Results presented in Fig. 2 were zoomed for low concentration of LPS
(from 0 to 250 ng.mL™).
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Supplementary Fig. S3. Characterization of purified rhHSP60. (A) Biochemical evaluation of rhHSP60
purity by SDS—PAGE followed by Coomassie blue staining or Western blotting with HSP60 antibody
(LK2 from Sigma—Aldrich). (B) rhHSP60 produced from standard BL21(DE3) or ClearColi BL21(DE3)
have no effect on THP1 monocyte viability. THP1-XBlue-CD14-MD2 cells (5 x 10° cells.mL™) were
treated with 5000 ng.mL™ rhHSP60 produced from the standard BL21(DE3) or produced from
ClearColi BL21(DE3) and viabilities were tested by trypan blue staining after 16 h treatment. The
results were normalized to the control and were representative of three independent experiments.
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Supplementary Fig. S4. rhHSP60 produced in ClearColi is folded and have chaperonin activity. (A)
Denaturation curve of rhHSP60 were monitoring by the quantification of Trp fluorescence with an
excitation at 295 nm and emission at 330 nm. (B) ATP binding activity was analyzed by measurement
of Trp fluorescence with an excitation at 295 nm and emission at 330 nm. (C) Refolding of acid
denatured GFP was conducted spontaneously or in presence of rhHSP60 in presence of 1 mmol.L™
ATP. GFP refolding were monitoring by fluorescence recovery of unfolded GFP. Results are

representative of three independent experiments. All experiments were conducted as previously
[37].
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Supplementary Fig. S5. GST and GST-rhHSP60 produced in ClearColi BL21(DE3) did not induce
NFKkB/SEAP activity in two models of APC. (A) Biochemical evaluation of GST and GST-rhHSP60 purity
by SDS—PAGE followed by Coomassie blue. (B) THP1-XBlue-CD14-MD2 cells (5 x 10° cells.mL™") were
treated with 5000 ng.mL™ of GST or GST-rhHSP60 produced in ClearColi BL21(DE3) during 16 h, then
NFKB/SEAP activity were measured using Quanti-blue. (C) RAW-Blue cells (5 x 10° cells.mL™) were
treated with 5000 ng.mL™ GST or GST-rhHSP60 produced in ClearColi BL21(DE3) during 16 h then
NFKB/SEAP activity were measured using Quanti-blue. LPS at 1 ug.mL™ was used as positive control.
Results were normalized to the control and are representative of three independent experiments.
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Supplementary Fig. S6. HSP60 produced in ClearColi BL21(DE3) did not induce IL6 secretion in PMA
treated THP1. THP1 cells (5 x 10° cells.mL™") were treated with PMA for 48 h followed by treatment
with 5000 ng.mL™" of rhHSP60 produced in ClearColi BL21(DE3) during 16 h, then IL-6 (A) or TNFa (B)
secretion were measured using ELISA kit (eBiosciences). LPS at 1 pg.mL™' was used as positive
control. Results were normalized to the control and are representative of two independent

experiments.
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Résultats complémentaires
Materials and methods

CD93 CTLD pull-down assay.

We used affinity column and Ni** (Ni-NTA) column followed by gel-filtration. For Ni-NTA, 500 pg of
His-CTLD CD93 were applied onto 0.5 mL of Ni-NTA resin in PBS with 1% NP-40. Jurkat cells were UV
radiated at 400 mJ (Stratagene UV Stratalinker 2400) and then incubated at 37°C with 5% CO, for up
to 4 hours to induce apoptosis. Apoptotic Jurkat cells (5 x 10° cells) were lysed in 5 mL of PBS with 1%
NP40 at 4°C for 15 min. Lysate was centrifuged for 15 min at 15000 g, 4°C, the supernatant was then
pre-cleared on 0.5 mL of Ni-NTA agarose to reduce nonspecific binding during pull-down experiment.
Pre-cleared extracts were separated in two parts; one was loaded on Ni-NTA resin (negative control)
and the other part to Ni-NTA-His-CTLD CD93. After washing with 10 bed volumes of PBS-NP40 with
30 mM imidazole, proteins bound to the resin were eluted with 2 mL of PBS-NP40 with 300 mM
imidazole. Eluted fractions were tested for HSP60 content by western-blotting (HSP60 antibody, LK2
from Sigma—Aldrich).

ELISA assay for interaction

Maxisorp microplate (Nunc, Danemark) were coated with 100 pL of His-CD93-CTLD at 2ug.mL™in PBS,
overnight at 4°C. Wells were washed with Tris Buffered Saline (TBS) one time and with TBS-Tween
0.1% (v/v) three times followed by saturation with BSA 5% in TBS-Tween. The plates were then
incubated for 30 min and washed 3 times as previously. After washing, plates were overlayed with
GST-HSP60 or GST (as control) between 0 to 2 pg.mL™ in TBS with Tween 0.5% and BSA 5% for 2h and
then washed. Rat Anti-GST antibody was used as primary antibodies in 1h incubation. Anti-Rat HRP
antibody was used next as secondary antibodies. TMB One (Promega, France) was used for the
revelation and reaction was stopped with HCl 0.2 mol.L™. Absorbance was read at 450nm with a
reference filter at 570 nm.

Result
To test further the hypothesis that HSP60 could interact with CD93, we first performed an ELISA
using highly purified recombinant CD93-CTLD protein. Immobilized CTLD-CD93 was able to bind to
HMGB1 in a dose-dependent manner (Fig. 23A).

In ELISA one partner was immobilized. Immobilization can induce conformational change and non-
specific binding. To rule out biais with this approach, we used interaction assays in aqueous
environment, using apoptotic cells as source of endogenic HSP60. We used an affinity column pull-
down assay using CTLD-CD93 coupled to a stationary phase through its histidine tag. Protein extracts
from apoptotic Jurkat cells were loaded onto the column and after several washes; proteins bound to
the stationary phase were eluted and tested for their content for HSP60. We observed enrichment
for endogenous HSP60 immobilized to His-CTLD CD93 (Fig. 23B).
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Figure 23. HSP60 interaction assay. A. ELISA assay for interaction between HSP60 and CTLD-CTLD.
Microplate was coated with His-CD93-CTLD at 2 pg.mL™. After washing and saturation, plates were
overlayed with GST-HSP60 or GST (as control) between 0 to 2 pg.mL™. Rat Anti-GST antibody and
secondary anti-rat HRP antibody were used for the revelation by chromogenic substrate. Absorbance
was read at 450nm with a reference filter at 570 nm. Results are presented as the mean + SEM from
3 independent experiments. Differences were determined by One-way ANOVA Turkey’s test: *
difference (P < 0.05), ** difference (P < 0.01), *** difference (P < 0.001), compared to control. B. Pull-
down assay of HSP60 on control (Ni-NTA) or CD93-CTLD (Ni-NTA-His CTLD) beads using Jurkat cell
lysates (Input) protein eluted purification was confirmed by SDS-PAGE followed by western blot anti-
HSP60 antibody (LK2).
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4. Etude 4: Soluble expression of Disulfide-bonded C-Type Lectin Like
domain of human CD93 in the cytoplasm of Escherichia coli.

Article publié + résultats complémentaires

Introduction:

CD93 est une protéine membranaire connue pour étre impliquée dans la régulation de I'adhésion
cellulaire et de la phagocytose. Cette protéine posséde plusieurs domaines communs avec les autres
membres de sa famille (CD141, CD248 et Clecl4a), en particulier le domaine CTLD. La fonctionnalité
de ce domaine dépend des ponts disulfures qui le composent. Pour CD141 par exemple, ce domaine
est impliqué dans l'inflammation en interagissant avec du LPS. De plus, CD93 est clivé et libéré aussi
sous forme soluble (sCD93) lors de stress cellulaire. Le but de cette partie est d’étudier les propriétés
structurales et fonctionnelles du domaine CTLD de CD93. Nous allons également étudier la liaison du
LPS au CTLD de CD93 et son implication sur I'inflammation.

Méthodologie:

-Construction d’un plasmide recombinant codant HSP60 par génie génétique.

-Production et purification des protéines CTLD-CD93 dans différentes bactéries et en cellule de
drosophile S2.

-Analyse des propriétés structurales de CTLD-CD93, par RMN, et Western-Blot.

-Etude de linteraction entre le CTLD-CD93 et LPS. Pour cela nous allons réaliser des « ELISA
interaction » et une mesure de la fluorescence des tryptophanes de CD93 ou du LPS FITC en présence
de concentration croissante de LPS ou de CD93, respectivement.

-Etudie de la réponse inflammatoire des cellules par la liaison CTLD-CD93 et le LPS. Pour cela nous
allons mesurer la production de cytokines inflammatoires par ELISA ou par mesure de |'activité NF-
KkB/SEAP.
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Résultats:

Nous avons mis en évidence que la production de CTLD-CD93 était plus importante dans les bactéries
transfectées avec le plasmide pTIFa codant pour les protéines Ervlp et DsbC. La protéine CTLD-CD93
produite est correctement repliée, comporte bien les ponts disulfures et est Ca**-indépendant. De
plus nous avons montré que le CTLD-CD93 était capable d’interagir avec le LPS et d’induire une
diminution de I'inflammation du LPS. Cette étude structurelle et fonctionnelle de CTLD-CD93 nous a
permis de démontrer que le domaine CTLD était bien impliqué dans I'inflammation.

Conclusion:

Ces résultats mettent en évidence que la co-expression d’Ervlp et DsbC dans les bactéries E.coli
permet de produire notre protéine CTLD-CD93 en grande quantité, correctement repliée et
fonctionnelle. Il a également été mis en lumiere que le CTLD-CD93 peut neutraliser 'effet pro-
inflammatoire du LPS. CD93 est clivé de la surface des cellules et libéré dans le milieu extracellulaire.
Ainsi, nous avons montré que le CTLD de CD93 interagit avec le LPS et inhibe son activité pro-
inflammatoire, donc nous pouvons supposer que durant une réponse immunitaire sCD93 agirait
comme anti-inflammatoire.
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Avticle history: CD93 belongs to the group XIV C-type lectin like domain (CTLD) and is closely related to thrombomodulin
Received 23 May 2016 (CD141). Although CD93 is known to be involved in the regulation of cell adhesion and phagocytosis, its role
Received in revised form 7 October 2016 in innate immunity remains to be fully investigated. Critically, published data about CD141 suggest that CD93
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- - CTLD could be involved in the control of inflammation. In order to address further functional and structural
Available online xxxx

analyses, we expressed human CD93 CTLD with several disulfide bonds in an E. coli expression system. As
the E. coli cytoplasm is a reducing compartment, production of disulfide-bond proteins remains a challenge.

gg’g’;oms' Hence, we decided to over express CD93 CTLD in commercially available strains of E. coli and co-expressed
Disulfide bond a sulfhydryl oxidase (Erv1p) and a disulfide isomerase (DsbC). This strategy led to high yield expression of a
DshC native form of CD93 CTLD. NMR studies revealed that Ca® was not able to bind to CD93 CTLD. We also
Ervip showed that the recombinant protein could alter LPS pro-inflammatory activity on THP1. This work provides
C-type like domain (CTLD) new tool for further functional and structural studies to decipher the functions associated to the CTLD of
Inflammation CD93. This approach may also be used for others members of the group XIV C-type lectin like domain

(CD141, CD248 and CLec14A).

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction function and underlying mechanisms remain to be defined [4].

CD93 belongs to the group XIV of CTLD-containing cell surface proteins and

CD93 is expressed on the cell surface of myeloid cells such as mono-cytes is homologous to thrombomodulin (TM) also known as CD141. As CD93 and

and macrophages, and is composed of a short intracellular do-main, a THBD genes may result from gene duplication, functional redundancy
transmembrane domain and an extracellular domain which contains a C-type between their protein products is expected. Beside its documented
lectin-like domain (CTLD), five EGF (epidermal growth factor) domains and anticoagulant property [1,5], several studies have indicated that CD141 CTLD
a highly glycosylated mucin-like domain [1,2]. Shedding of the extracellular domain (called TMD1) can regulate inflammation by neutralizing LPS or
domain (known as soluble CD93, sCD93) can be observed in diverse HMGBL1 alarmin [6]. CD141 CTLD interacts with LPS, and plays a pivotal
inflammatory context [3]. sCD93 can induce THP1 and monocyte activation role in CD141 function. All studies of TMD1 used Pichia pastoris as
and increases LPS pro-in-flammatory response [4]. CD93 may also be heterologous protein expression system [7]. To date, the function and partners
involved in cell adhesion, phagocytosis and inflammation, but its exact of CD93 CTLD remain poorly identified. In order to study the functional and
structural properties of CD93 CTLD, it was essential to express a native form
of this domain in E. coli, which is adapted for cost effective production of
—_— o ) o o recombinant proteins in milligram scale in contrast to Pichia pastoris. It is
Abbreviations: CTLD, C-type lectin like domain; DTNB, 5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoic acid; iall iate for °N and 2C labeli d NMR stud
DTT, dithiothreitol; E. coli, Escherichia coli; EDTA, ethylene diamine tetra-acetic acid; EGF, es_pemg Y appropriate for an _a e Ing an i study.
epidermal growth factor; HSQC, hetero-nuclear single quantum correlation; hTNF-a, human Disulfide bonds are formed by oxidation of thiol groups between two
tumor necrosis factor a; IPTG, isopropyl B-p-1-thiogalactopyranoside; NMR, nuclear magnetic cysteines in an oxidizing compartment i.e. the endoplasmic reticu-lum in
resonance; OD, optical density; ppm, parts per million; TCEP, tris(2-carboxyethyl)phosphine. eukaryotes and the periplasm in prokaryotes. Since E. coli periplasmic
* Corresponding author at: UMR PIMIT, Plateforme Technologique CYROI, 2, rue Maxime . . hol fficient th I . . tensi
Riviére, 97490, Sainte-Clotilde, Ile de La Réunion, France. EXpression IS much less € ICIen_ ar] Cy-top asmic expres§|on, ?X .enswe
E-mail address: wildriss.viranaicken@univ-reunion.fr (W. Viranaicken). efforts have been made to obtain disulfide bond formation within the
! These two authors contribute equally to this work.

http://dx.doi.org/10.1016/j.jim.2016.10.003
0022-1759/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
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cytosol. One of the most favorable approach consisted in altering the
expression of thioredoxin reductase (trxB) and/or glutaredoxin reductase (gor)
which could maintain a reducing environment in E. coli cytoplasm [8,9].
Strains with mutations for trxB and gor are commercially available under the
names Origami (Novagen) or SHuffle T7 (New England Biolabs) [10]. A
second strategy could be to produce the heterologous protein as a fusion
protein with oxidase-like thioredoxin (trxA) [11,12]. Recently a third strategy
has been proposed, consisting in cytoplasmic co-expression of a sulfhydryl
oxidase (Ervlp) and a disulfide bond isomerase (DsbC). Ervlp catalyzes de
novo disulfide bond formation whereas DsbC catalyzes disulfide bond
isomerization [13].

In this work we compared the expression of soluble CD93 CTLD in different
commercially available E. coli strains transformed with a recombinant
plasmid which encoded for Ervip and DsbC. After characterization of
purified CD93 CTLD by biochemical analysis and NMR, we showed that
CD93 CTLD could affect TNF-alpha secretion by LPS-stimulated THP1
monocyte cell line.

2. Materials and methods
2.1. Production plasmid pACY Cduet-ERV1p-Dshc (pTIFA)

Synthetic E. coli optimized gene of Human CD93 corresponding to CTLD
domain (residues T22 to G186), flanked by restriction sites Ndel and EcoRl
in pEX-A2 vector was obtained from MWG-eurofins (Fig. S1). CTLD coding
sequence was excised using these two enzymes and subcloned into
corresponding sites of pET28a (Novagen) leading to pET28a-hCD93CTLD
allowing expression of CD93CTLD with a 6x His fused to its N-terminus
(CD93-CTLD) upon IPTG induction. Recombinant vector encoding Ervip
and DsbC used for formation of disulfide bonds in the cytoplasm of E. coli
was constructed in two steps.

First, Saccharomyces cerevisiae Erv1p coding sequence optimized for E. coli
(MWG-Eurofin) corresponding to residues M1 to E186 and flanked byNdel
and Xhol (Fig. S1) was subcloned into pACY Cduet-1(Novagen) leading to
the recombinant vector pACYCduet-1-Ervlp named pTIl. Second, DsbC
sequence (corresponding to residues D21 to K236) was amplified from E. coli
DH5 alpha strain (Invitrogen) by PCR using primers 5-AAA CCA TGG
ATG ACG CGG CAA TTC AAC AA-3'and 5-AAA GGA TCC TTATTT
ACC GCT GGT CAT TT-3' digested by Ncol and BamHI and subcloned into
corresponding restriction sites of pTI leading to the vector pTI-DsbC named
pTIFA which allowed the expression of cytoplasmic untagged Ervlp and
DshC upon IPTG induction.

2.2. Protein expression

For the batch tests, BL21 (DE3) (Novagen), Origami2 (DE3) (Novagen) and
SHuffle T7 (New England Biolabs) were transformed with the pET28a-
hCD93CTLD alone. In addition, BL21 (DE3) was transformed with pTIFA
and pET28a-hCD93CTLD. Bacteria were grown in 100 mL LB (Luria
Bertani) media containing 50 pg/mL kanamycin (for BL21 (DE3),
Origami2(DE3) and SHuffleT7 or 50 pg/mL kanamycin and 34 pg/mL
Chloramphenicol (for BL21 (DE3)-pTIFA) in 500 mL Erlenmeyer flask at 37

°C with 180 rpm shaking (Infors minitron incubator) until ODggg reached
0.3-0.4.

Recombinant protein expression was induced at 0.4 to 0.8 ODggg using 1 mM
IPTG at 18 °C during 18-20 h with continuous shaking as above. Bacteria
were harvested at 4000g, resuspended in buffer A (150 mM NaCl, 50 mM
phosphate pH 7.0) and lysed by sonication (to obtain total extract). The lysate
was centrifuged at 10,0009 for 15 min at 4 °C to have supernatants and pellet.
Samples of total extract, super-natant and pellet were analyzed by 15% SDS—
PAGE followed by silver staining (silver staining Plus One, GE) to compare
the expression and the solubility levels in each condition.

2.3. Scale-up and purification

CD93 CTLD was purified from 2 L of BL21 (DE3)-pTIFA. Cells were
harvested at 4000g, resuspended in buffer A supplemented with complete
protease inhibitor cocktail (Roche) and lysed by sonication on ice. The lysate
was further processed at 4 °C. It was first centrifuged at 28,0009 for 20 min.
The supernatant was applied on 1 mL of NiNTA resin (Qiagen), washed with
5 volumes of buffer A, 10 volumes of buffer A supplemented with 25 mM
imidazole and 10 volumes of buffer A supplemented with 50 mM imidazole.
Protein was eluted using 150 mM NaCl, 50 mM Phosphate pH 7.0 and 250
mM imidazole. Aliquots were analyzed by 15% SDS-PAGE and the fractions
containing CD93 CTLD were pooled and dialyzed twice against 1000
volumes of 150 mM NaCl and 25 mM Hepes pH 7.2. Protein solution was
then aliquoted and flash frozen in liquid nitrogen before being stored at —80
°C. Protein concentration was determined by bicinchoninic acid assay (BCA
Assay). Recombinant proteins were analyzed by 15% SDS-PAGE, and vi-
sualized by Coomassie blue staining. GelRed (Biotium, Ozyme) agarose gel
electrophoresis was carried out to ensure that recombinant protein preparation
was DNA- and RNA-free (data not shown). LPS content in protein
preparation was evaluated using HEK-Blue™ LPS Detection Kit 2

(InvivoGen) and was lower than 0.05 ng-mL'l.

7. lsotope labeling and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy

1 mL of LB preculture of BL21(DE3)-pTIFA transformed with pET28a-
hCD93CTLD was used to inoculate 200 mL of M9 minimal medium
(supplemented with antibiotics as above) which was grown over-night at 37
°C under shaking and was used to inoculate 2 L of M9 minimal-**N medium.
The temperature of the culture was lowered to 18 °C and expression was
induced at ODgy = 0.4 with 1 mM IPTG dur-ing 18 h. Purification was
performed as described except that the fractions containing the protein were
dialyzed twice against 1000 volumes of 150 mM NaCl, 50 mM phospate pH 6
for 2 h. 2.5 pg of purified protein were obtained and concentrated at 5
mg-mL ™ using centricon Vivaspin (MWCO = 5-50 kDa, Sartorius) at 4000g.
In the NMR sample, the concentration of the **N labeled sample was 100
umol-L™ in 90% H,0, 10% D0 in a phosphate buffer pH 6, 50 mM NaCl. 1
pL of TMS 0.5 mol-L™ (3-(trimethylsilyl)-1-propanesulfonic acid) (across
Organics) was used as the proton reference. 1D *H and 2D *H-N NMR
experiments were recorded on a 600 MHz Bruker Avance Ill spectrometer
equipped with a triple resonance *H/**F->N-**C TCI cryoprobe. NMR spectra
were acquired and analyzed with Topspin 2.1 (Bruker). The water signal was
suppressed using either a Watergate spin-echo sequence (1D) or Excitation
sculpting with gradients (HSQC).

2.5. SDS-PAGE, Western blotting analysis and ELISA

SDS-PAGE and Western blotting were conducted as previously de-scribed
without reducing agent (except when indicated) and without heating step [14].
For Western blotting, the membrane was incubated with rat anti-CD93 serum
(E1A) or with a monoclonal antibody against human CD93 (clone mNI-11) at
1:1000 dilution. E1A serum was produced after immunization by
subcutaneous injection of a female Wistar Rat with His-CD93-CTLD and as
described [15]. All procedures were performed in accordance with guidelines
for care and use of laboratory animals by ethics committee of CYROI facility
(A974001). mNI-11 antibody which recognized CTLD of CD93 was from Dr.
Ikewaki (Kyushu University of Health, Japan) and has been described
previously [16]. Membranes were washed three times for 5 min and incubated
with a 1:2000 dilution of goat horseradish peroxidase conjugated anti-mouse
or anti rabbit antibodies (Vector Labs) for 1 h. Membranes were washed with
TBS-Tween 20 0,2% three times and developed with the Novared system
(Vector Labs) according to the manufacturer's protocol.
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For analysis of CD93-CTLD by ELISA, The Nunc MaxiSorp flat-bottom 96
well plates were coated with 1 pg/mL His-CD93 CTLD, then washed (PBS
with 0.05% Tween 20), and next treated either with PBS or PBS containing
10 mM DTT or 20 mM TCEP. Wells were blocked for 30 min in blocking
buffer (PBS with 0.05% Tween 20 and 5% BSA) at 25 °C. CD93 coated
plates were incubated with rat serum (E1A) or with the monoclonal antibody
mNI-11 at 1:1000 dilution in blocking buffer. After washings, wells were
incubated with a 1:2000 dilution of horseradish peroxidase conjugated-goat
anti-mouse or anti-rabbit anti-bodies (Vector Labs) for 1 h. Wells were
washed with PBS-Tween 20 0,2% three times and was revealed using
3,3',5,5'-tetramethylbenzidine as HRP substrate.

2.6. Tryptophan fluorescence measurement

Tryptophan fluorescence of CD93-CTLD (150 pg-mL_l) was measured at an
excitation wavelength of 295 nm with a slit of 5 nm and an emission
wavelength from 310 to 360 nm with a slit of 5 nm using a Horiba
Fluoromax4 spectrofluorometer at 25 °C. TCEP (20 mM) was added and Trp
fluorescence was measured as described above after 30 min at 25 °C.

2.7. Free thiol group quantification

Thiol groups in non-reduced and reduced CD93-CTLD were mea-sured by
Ellman's assay using 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB). Briefly,
CD93 CTLD in PBS was treated with 2% SDS with or without 10 mM DTT
followed by incubation at 95 °C for 10 min. DTT was removed from the
protein preparation by two subsequent dialysis against 1000 volumes of PBS
containing 2% SDS for 2 h. EIman's assay was conducted as described [17].
Treatment of proteins by DTT allowed quantification of all cysteines. To
control for the removal of DTT after dialysis, CD93 CTLD was not treated
but only dialyzed against PBS containing 2% SDS and 10 mM DTT as
abovementioned; this serve as a negative control, and no reaction with DTNB
was detected.

2.8. Cell culture and whole blood assay

We prepared CD93-transfected or mock-transfected IMR32 as controls for the
Western blot analysis. IMR32 (ATCC, CCL-127) human neuroblastoma cell
line was cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium 1640
completed with 10% (v/v) Foetal Bovine Serum (FBS), 2 mmol-mL™
glutamine, 100 U-mL™ penicillin, 0.5 pug-mL™ Amphotericin B and 100
pg-mL™ streptomycin (PAN Biotech, Germany) at 37 °C, 5% CO, in a
humidified cell culture incubator. They were transfected with human PDR2
(mock) or recombinant PDR2-hCD93 [16] using Lipofectamine 2000
according to the manufacturer's instructions (Invitrogen). IMR32 lysate were
prepared and analyzed by Western blot as described before [18].

THP1 (ATCC, TIB-202) human monocyte cell line was cultured in RPMI
medium complemented with 10% FBS and antibiotics. For treatment, cells
were incubated with either His-CD93-CTLD (10 pg-mL™) alone, LPS (10
pg-mL™) alone or LPS (10 pg-mL™) mixed with either His-CD93-CTLD (10
pg-mL™Y) or polymyxin B (PMB) at 100 pg-mL™. The mix was incubated in
sterile PBS at 37 °C for 1 h. The preparations were all diluted ten-fold in 100
uL of complete RPMI and exposed to THP1. Cells were treated in 96-well
plate for 20 h. Supernatants were collected and the amount of TNF-o was
measured by ELISA (Ready-SET-Go, eBioscience, Austria) according to the
manufacturer's protocols.

The blood was obtained from healthy male volunteers without medication.
The blood sample was drawn with Vacutainer kit (BD Biosci-ences, USA)
and tubes contained lithium heparin as anticoagulant. We used either His-
CD93-CTLD (10 pg-mL™*) alone, LPS (10 pg-mL™) alone or LPS (10
pg-mL™") mixed with His-CD93-CTLD (10 pg-mL™). The mix was incubated
in sterile PBS at 37 °C for 1 h, then the prepara-tion were diluted ten-fold in
100 pL of complete RPMI without FBS and

exposed to human blood. Blood cells were treated in 96-well plate for 20 h.
Supernatants were collected and tested for TNF-a.

2.9. Statistical analysis

+

All data are presented as means + standard error of the mean (SEM).
Statistical analyses were performed using 1992—-2007 GraphPad Prism 6
Software. One-way ANOVA, followed by Tukey's test were performed to
compare each treatment. P values b < 0.05 were considered as being
significant.

3. Results
3.1. Expression of soluble CD93-CTLD in E. coli cytoplasm

CD93 belongs to group XIV of CTLD-containing cell surface proteins which
include four members CD93, CD141, CD248 and C-Lecl4a (Fig. 1A). The
CTLD of these 4 proteins contain 8 conserved cysteines (Fig. 1B) which are
likely involved in four disulfide bonds. Several E. coli expression strains were
specifically developed to allow formation of disulfide bonds in the cytoplasm
while this is otherwise impossible in the wild type strains. Besides testing the
basic BL21 (DE3) strain, we tested Origami2 (DE3) as well as the SHuffle
T7. Of note, both strains are depleted for thioredoxin reductase and
glutaredoxin reductase. However, the Shuffle T7 strain expresses the disulfide
bond isomerase DsbC in the cytoplasm (Table 1). We also generated a
recombinant plasmid (pTIFA) to allow for cytoplasmic DsbC and Erv1p dual
expression upon IPTG induction (Fig. 2A). These two enzymes catalyze in a
two-step reaction de novo formation of native disulfide bonds (Fig. 2B). In-
deed, Ervlp is a potent catalyst of disulfide bond formation while DsbC is
able to rearrange non-native disulfide bonds into paired disulfides. Basic BL21
(DE3) strain was transformed with pTIFA (Tablel). All bacteria were then
transformed with pET28a-His-CD93-CTLD.While neither BL21 (DE3) nor
Origami2 allowed us to express CD93 CTLD to detectable levels, the use of
Shuffle T7 strain provided a weak expression of CD93 CTLD that remained
in the soluble fraction after cell lysis and centrifugation (Fig. 3A and B).

Using BL21(DE3)-pTIFA we obtained a much more robust expression of
CD93 CTLD compared to SHuffle T7 with around 50% of the recombinant
protein being soluble compared to 5% for SHuffle T7 strain (Fig. 3A and B
and Fig. S2). The expected molecular weight of CD93 CTLD was 19,7 kDa.
By Western blot, two bands were observed, one major band around 17 kDa
and another around 37 kDa. We believe that CD93-CTLD was expressed in
monomeric and dimeric forms respectively (Fig. 3B and S2). We also
identified that the bacterial density was a key factor for the optimization of
soluble CD93-CTLD expression. Indeed, whereas inductions at 0.4, 0.6 and
0.8 ODgp led to a comparable yield of protein of interest in the total extract,
soluble protein expression was maximal when induction was performed at

low bacterial density (b< or equal 0.4 ODggg (data not shown)).

3.2. Scale up expression, purification and characterization of CD93 CTLD

BL21 (DE3) was co-transformed with pET28a-His-CD93-CTLD and pTIFA.

Expression was induced at ODggg = 0.4 during 20 h at 18 °C and purified His-
CD93-CTLD was obtained by affinity chromatography using a NiNTA
agarose as stationary phase. SDS-PAGE band shift obtain-ed after addition of
5 mM DTT suggested that the recombinant protein carried disulfide bonds
(Fig. 3C). This purification step allowed us to recover 5 pg of CTLD-CD93
with a purity of 95% from 1 L of culture (Fig. 4A).

In order to further characterize the recombinant protein, two types of
antibodies raised against CD93-CTLD were used in Western blot ex-
periments, a rat polyclonal serum (E1A) raise against His-CD93-CTLD
generated during this study and a mouse monoclonal (mNI-11) antibody
which  recognized CTLD of CD93 [16]. Both recognized
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Fig. 1.Structural organization of Group XIV C-type lectin like domain family members. A. Structural organization of Group XIV C-type Lectin like domain family: Endosialin
(CD248),Thrombomodulin (CD141), CD93 (also known as C1qRp or AA4 antigen) and C-Lec14a. B. Amino acid sequence alignment of the CD248, CD141, CD93, C-Lecl4a CTLD domain using
ClustalX2. Black-boxed amino acid represents identical amino acid, grey-boxed amino acid represents homologous amino acid, * show conserved cysteines within Group XIV C-type lectin like

domain family.

CD93 expressed by transfected IMR32 cells in non-reducing conditions (Fig.
4A). The addition of 5 mM DTT completely abolished the detection by mNI-
11 (Fig. 4A) while a signal remained for E1A anti-body. The monoclonal
antibody mNI-11 detected by Western blot the E. coli-expressed recombinant
CD93-CTLD only in the absence of DTT while E1A recognized the CTLD in
both cases (Fig.4B). We also per-formed an ELISA assay to detect
recombinant CD93-CTLD using mNI-11 mouse monoclonal antibody or E1A
rat serum treated or not with reducing agent. We used TCEP or DTT for this
purpose. CD93-CTLD was recognized by the monoclonal antibody mNI-11
only in the absence of reducing agent while E1A recognized the CTLD also in
both reducing conditions (Fig. 4B/C). These observations suggest that the
protein purified is in a disulfide bonded native state. Using Elman's assay,
CD93-CTLD did not react with DTNB whereas DTT-treated CD93-CTLD
reacted with DTNB (8.53 + 0.43 free thiols groups per CD93-CTLD
molecule). So CD93-CTLD did not contain any free cyste-ines, all being
engaged in disulfide bonds.

To further investigate the contribution of these disulfide bonds to the native
state of the recombinant CD93-CTLD, we performed tryptophan fluorescence
measurement of CD93-CTLD in the presence of reducing agent TCEP. We
observed a quenching in the presence of TCEP (Fig. 4D). These observations
are consistent with the presence of disulfide bonds and their requirement to
contribute to the folding of this domain.

Table 1
Description of different E. coli bacteria strains used to produce CD93-CTLD in this study.

Bacteria Strain  Characteristics
BL21(DE3) E.coli  Phenotype: trxB, gor
B
SHuffle T7 E.coli  Thioredoxin reductase (trxB), glutaredoxin reductase
K12 (gor) gene mutations and cytoplasmic DsbCexpression
Phenotype: trxB, gor, DshC
Origami 2 E.coli  Thioredoxin reductase (trxB) and glutaredoxin reductase
K12 (gor) gene mutations
Phenotype: trxB, gor
BL21(DE3)-  E.coli  DshC and Ervlp expression in the cytoplasm
pTIFA B Phenotype: trxB, gor, DsbC, Ervlp

3.3. CD93 CTLD does not bind to Ca>"

To produce enough protein for NMR experiments, a 2 L culture was grown
using minimal medium that contained N labeled ammonium chloride.
Approximately 2.5 mg of *N-labeled protein was obtained following
purification using NiNTA chromatography. CD93-CTLD was then dialyzed
and analyzed by NMR. The 1D *H NMR analysis of 0.1 mM uniformly **N-
labeled CD93 spectrum displayed 2 mains regions indicative of a folded
protein: First, the observation of resonance peaks at high field between —1 and

1 ppm was typical of hydrogens from methyl
A Ncol (69)
BamMI (725)
Ndel (917)
Xhol (1489)
Reduced CD93-CTLD Mis-paired isomers Native CD93-CTLD
Oxydation Isomerization
TT‘) «—
s
i @ i@
5 @m DsbC
Ernvip

Fig. 2. Strategy to obtain disulfide-bonded CD93-CTLD using pTIFA plasmid. A.
Schematicrepresentation using pDRAW32 software of pTIFA plasmid constructs which
encodes for DsbC and Ervlp upon IPTG induction in E. coli. B. Schematic representation of
Ervlp and DsbC activities in the cytoplasm of E. coli. Ervlp catalyzes de novo disulfide bond
formation while DsbC catalyzes disulfide bond isomerization.
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Fig. 3. CD93-CTLD expression in different E.colis trains and purification of soluble CD93-
CTLD from BL21-pTIFA E. coli. A. Evaluation of CD93-CTLD expression in different E. coli
strains after biochemical separation in soluble (supernatant) and insoluble (Pellet) extracts;
SDS-PAGE analysis and subsequent silver stain. B. Western blotting using E1A rat polyclonal
serum raised against CD93-CTLD. C. SDS-PAGE separation followed by Coomassie Blue
staining of CD93-CTLD after purification on NiNTA affinity column (TE: Total Extract, S:
Soluble fraction, FT: Flow Trough, W: Washing step fraction, E: Elution fraction). E2 fraction
was treated with 10 mM of DTT. A reduced form of CD93-CTLD appears as a band with an
apparent higher molecular weight.

groups buried in the hydrophobic core of a protein. The second region,
ranging from about 7 to 10 ppm corresponded to hydrogens from the
backbone amide group. The signal dispersion in this region was also in-
dicative of a folded protein (Fig.5A).

This was confirmed on the 2D HN-*N HSQC (Heteronuclear Single-
Quantum Correlation) correlation spectrum (Fig. 5B) where correlation peaks
showed a large signal dispersion both in the *H and **N dimensions which are
classical found in a folded protein (Fig. 5B).

The proteins with CTLD comprise members which are able to bind Ca®* ions
for which at least 4 sites have been identified [19]. To investigate the binding
of Ca®" to the CD93-CTLD domain, two-dimensional NMR *H-"*N HSQC
spectra were recorded and overlayed as with Ca?* (red spot) and without Ca?*
(black spot). The spectra were highly sim-ilar with no chemical shift variation
whether CD93 was treated or not with CaCl,, suggesting that Ca®* did not
bind to CD93-CTLD (Fig. 5B). In order to rule out the presence of Ca*" in the
recombinant protein after purification we also used saturating concentration
of EDTA as chelating agent. The recorded spectrum did not show any
chemical shift variation compared to the previous HSQC spectra recorded
with or without Ca®* (data not shown).

3.4. CD93-CTLD controls LPS pro-inflammatory activity
The CTLD of CD141 (also known as N-terminal lectin-like domain of

thrombomodulin, TMD1) negatively regulates inflalmmation induced by LPS
[6,20] and CD141 and CD93 are closely related [1]. Hence, we next
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Fig. 4.Disulfide-bond characterization in recombinant CD93-CTLD. A. Western blot analyses
of cell lysates from IMR32 transfected with pDR2 empty vector (E.V.) or pDR2-carrying
human CD93 full length. Blots with E1A rat serum raised against CD93-CTLD or mNI-11 anti-
human CD93 mouse monoclonal antibody. Cells lysates were treated or not with DTT B.
Western blot analyses, with E1A rat polyclonal or mNI-11 mouse monoclonal antibody of the
E2 fractions treated with reducing agent or not (arrows indicated CD93-CTLD). C. CD93-
CTLD detection by ELISA using E1A rat serum or mNI-11 mouse monoclonal antibody prior
to (untreated) or after treatment with reducing agent (DTT or TCEP). D. Monitoring CD93-
CTLD disulfide bonds reduction and folding changes via the quantification of Trp fluorescence
(excitation at 295 nm, emission from 310 to 360 nm) after treatment with 20 mM TCEP.

tested whether the CD93-CTLD produced herein was able to display the
same molecular and cellular functions. When THP1 monocyte cells were
treated with LPS-CD93-CTLD complex, we observed a significant decrease
in TNFa secretion (Fig. 6A) when compared to LPS-treated THP1 cells. This
inhibitory activity was also observed when the assay was performed on
human whole blood (Fig. 6B). These observations suggest that CD93 CTLD
can be involved in the regulation of LPS pro-inflammatory activity as
evidenced in monocytes.

4. Discussion
The homologous CTLD domain of CD141 (TMD1) was previously expressed

in Pichia pastoris [6], as structural NMR analysis of CD93-CTLD requires
N and “~C labeling, E. coli was the best suited host expression system.
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Fig. 5. CD93-CTLD domain folding characterization and evaluation of calcium binding by 1D

4 and 2D 1H-'SN-HSQC NMR spectroscopy.A.1D 'H spectrum of CD93-CTLD. The two
regions characterizing a folded protein are shown in blue square (methyl region) and grey

square (amide protons). B. 1H—15N HSQC NMR spectroscopy spectra of the N-terminal domain
of human CD93. Overlay of CD93-CTLD spectrum either in the presence of CaCly (black) or in
the absence of CaCly (red). (For interpretation of the references to colour in this figure legend,
the reader is referred to the web version of this article.)

In order to allow disulfide bond formation in the E. coli cytoplasm which is
otherwise a reducing compartment, several strategies have been described
[21]. Mutations in the thioredoxin and/or glutaredoxin reductase genes
represent the most common systems to induce disulfide bond formation by
generating an oxidative compartment in E. coli cytoplasm as in commercially
available strains Origami and SHuffleT7 [22]. In our hands, the latter which
also expresses a cytoplasmic disulfide bond isomerase DsbC [23,24],was the
only expression system to secure weak expression of soluble CD93-CTLD.
However, only the co expression of the protein with together DsbC and Ervlp
allowed a high yield expression of CD93 CTLD. Milligram scale purification
was achieved and critical for structural analyses.

In order to check for the correct folding of CD93-CTLD, we performed NMR
analyses (Fig. 5A). 1D 'H NMR is an established and sensitive method to
check for protein folding [25]. Large chemical shift dispersions, especially in
the methyl group region between 1.0 ppm and —1.0 ppm and the amide region
downfield of 8.5 ppm can be used asan indicator for protein folding. *H-**N
can also provide information on the structural properties of over expressed
proteins in E. coli system [26,27]. In 'H-"N NMR (HSQC), every proton
bound directly to a nitro-gen atom and each peak corresponds to one residue,
so the number of signals in HSQC correlates with the number of residues.
Here, both 'H and heteronuclear *H-°N experiments confirmed that the
CTLD domain of CD93 was folded in solution (Fig. 5B). It has previously
been shown that the CTLD domain super family is Ca®* dependent for carbo-
hydrate binding and interaction with other ligands [28]. We compared the
NMR spectra of CD93 without Ca®* and with Ca®*. 2D spectrum
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Fig. 6.CD93-CTLD inhibited LPS mediated TNFasecretion by monocyte THP1 cell line
and in whole blood assay. CD93-CTLD (10 ug-mL™) alone, LPS (10 pg-mL™?) alone or
LPS (10 pg-mL™) mixed with CD93-CTLD (10 pg-mL %) or polymyxin B (PMB, 100
ug-mL™) were incubated in PBS at 37 °C for 1 h, then these preparations were diluted
ten-fold to treat A. THP1 cells or B. human whole blood assay during 20 h. TNFa
secretion was quantified by an ELISA kit (eBiosciences). Results are presented as the
mean + SEM from 3 independent experiments. Differences were determined by One-way
ANOVA Tukey's test: ** difference (P < 0.05) and *** difference (P < 0.01).

analysis of CD93 titration with CaCl, showed that Ca®* does not induce any
variation in the HSQC spectrum of the protein domain (Fig. 5B). We can thus
conclude that CD93 alone does not bind Ca®* in our experi-mental conditions.

Finally using the recombinant CD93-CTLD we observed a neutralization of
LPS pro-inflammatory effect as showed for CTLD domain of CD141 [16].
Interestingly and in contrast to our finding, a previous study by Jeon and
colleagues has shown that soluble CD93 (sCD93) purified from Hek293
transfected cells can potentiate LPS pro-inflammatory effect of THP1 cells
[4]. Although both observations support the paradigm that CD93 CTLD can
interact with LPS, further studies will be required to establish the
consequences of this interaction on the LPS-TLR4 signaling of monocytes.
As CD141 can be a receptor for LPS in monocytes cells [20] and TMDL1 can
have a dominant negative effect on LPS signaling. We can hypotheses that
CD93-CTLD can act as a dominant negative for LPS recognition by soluble
CD93 and/or membranous CD93 in monocyte.
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In summary, Ervlp and DshC co-expression in E. coli allowed high yield
expression and folding of CD93-CTLD. This CD93-CTLD can neutralize
LPS as shown for soluble TMD1 of CD141. We report here for the first time
the optimization of CD93-CTLD expression in E. coli that allows further
structural and functional studies of ill-characterized CD93 roles in innate
immunity or others members of the group XIV C-type lectin like domain
(CD141, CD248 and Clec14A).

Supplementary data to this article can be found online at
http://dx.doi.org/10.1016/j.jim.2016.10.003.
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Supplementary Fig. S1: Optimized sequence of CD93-CTLD and Erv1p used during this study.

CD93-CTLD (Homo sapiens) optimized for E. Coli expression

catatgacaggtgcggatacggaagccgttgtgtgtgttgggaccgecttgctatacggeg
M T G A D T E A V V C V G T A C Y T A

catagtggcaaactgagtgctgccgaagcccagaatcactgcaaccagaatggcggcaat
H s 6 K L. s A A E A O N H C N O N G G N
ctcgcgaccgtgaaatccaaggaagaagcgcagcatgtccagegtgtactggcacagcetyg
L AT Vv K S K E E A Q H vV Q R V L A Q L
ttgcgtcgtgaagcggcactgactgcacgcatgtcgaaattctggattggtctgcaacge
L R R E A A L T AU RM S K F W I G L QO R
gagaaaggcaaatgtctggatccgtcgctgeccgttaaagggecttttcctgggtaggaggt
E K 6 K ¢ L bPpP S L P L K G F S W V G G
ggagaggataccccgtacagcaactggcacaaagaacttcggaactcgtgcatcagcaaa
G E D T P Y S N W H K E L R N S C I S K
cgctgtgtctctctgcttctggacctctcacaaccgectgttgectagecgecttaccgaaa
R ¢ Vv s L L L. DL s ¢ P L L P S R L P K
tggagtgaaggtccctgtggttcaccaggttctccaggcagcaacattgaggggtttgtyg
w s E G p C G S P G S P G S N I E G F V
tgcaagttcagctttaaaggctaagaattc

c K F S F K G

Ervlp (Saccharomyces cerevisiae) optimized for E. Coli expression

catatgaaagcgattgacaaaatgaccgacaacccgccgcaagaaggtctgagtggeccge
M K A I D K M T D N P P O E G L S G R
aaaattatctacgacgaagatggcaaaccgtgtcgtagttgcaataccctgectggatttt
K I I vy b & D G K P C R S C N T L L D F
cagtatgttacgggcaaaatttcaaacggtctgaaaaatctgagctctaacggcaaactg
Q vy vT 66 K I s N G L K N L S S N G K L
gcaggtaccggtgctctgaccggtgaagcaagcgaactgatgccgggttctegtacctat
A G T G A L T G E A S E L M P G S R T Y
cgcaaagttgatccgccggacgttgaacaactgggccgcagttecctggaccctgetgeat
R K v D P P D V E O L G R S S W T L L H
tcagttgccgcaagctacccggctcageccgaccgatcagcaaaaaggtgaaatgaaacaa
s vV A A S Y P A Q P T D Q Q K G E M K Q
ttcctgaacattttcagccacatctatccgtgcaactggtgtgcgaaagacttcgaaaaa
F L N I F S H I Y P C N W C A K D F E K
tacatccgtgaaaacgccccgcaggtcgaatcccgtgaagaactgggtecgetggatgtgt
Yy I R E N A P Q0 V E S R E E L G R W M C
gaagcacataacaaagtgaacaaaaaactgcgcaaaccgaaatttgattgtaacttctgg
E A H N K V N K K L R K P K F D C N F W
gaaaaacgctggaaagacggctgggatgaataactcgag
E K R W K D G W D E
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Supplementary Fig. S2: Evaluation of CD93-CTLD expression in different E. coli strains after
biochemical separation between soluble (Supernatant) and insoluble extract (Pellet). A. Analysis by
Western Blotting using E1A rat sera raise against CD93-CTLD. B. Quantification of CD93-CTLD
monomer level in Shuffle and BL21(DE3)-pTIFA strains from panel A using ImageJ.
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Résultats complémentaire:
Materials and methods

Protein expression and purification

CD93-CTLD protein was produced and purified in two overexpression system, Drosophila S2 cells and
E. coli bacteria cells. We produced His-CD93-CTLD in E. coli BL21(DE3) as describe previously [540].
CD93-CTLD-SNAP is produced in Drosophila S2 cells were obtained by Insitut Pasteur (Center for
Innovation & Technological Research. Team: Recombinant Proteins in Eukaryotic Cells). All of these
proteins were His-tagged and were purified using Ni*’(Ni-NTA) column followed by gel-filtration.
Protein purification was confirmed by SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining or western blot
using P1C5 (1/1000) antibody against CD93 and Snap tag antibody (1/1000) antibody (CAB4255,
ThermoFisher) against SNAP. GelRed agarose gel electrophoresis was carried out to be sure that
recombinant protein preparation lacks DNA or RNA. LAL assay was carried out to be sure that
recombinant protein preparation lacks LPS, and level of LPS was under 1ng.L™. The proteins were
quantified by bicinchoninic acid assay (BCA Assay). All recombinants proteins were stored at -80°C
after flash frozen in liquid nitrogen.

ELISA assay for interaction

Maxisorp microplate (Nunc, Danemark) were coated with 100 pL of LPS at 1pug.mL™ in PBS, overnight
at 4°C. Wells were washed with Tris Buffered Saline (TBS) one time and with TBS-Tween 0.1% (v/v)
three times followed by saturation with BSA 5% in TBS-Tween. The plates were then incubated for 30
min and washed 3 times as previously. After washing, plates were overlayed with His-CD93-CTLD
between 0 to 10 pg.mL™ in TBS with Tween 0.5% and BSA 5% for 2h and then washed. Mouse anti-
CD93 (P1C5) (1:500) were used as primary antibodies in 1h incubation. Goat anti-Mouse HRP were
used next as secondary antibodies. TMB One (Promega, France) was used for the revelation and
reaction was stopped with HCl 0.2 mol.L™. Absorbance was read at 450nm with a reference filter at
570 nm.

Alternatively, Maxisorp microplate was coated with 100pL His-CD93-CTLD at 2 pg.mL™ and saturated
as above. Biotinylated LPS was added at different concentrations (from 0 to 10 ug.mL™). Plate was
incubated 30 min at room temperature, then rinsed and HRP-strep were added at 1/1000 (Vector
Labs, Clinisiences, France). After a washing step, ELISA was revealed as above.

Fluorescence experiments

Intrinsic tryptophan fluorescence studies of His-CD93-CTLD were performed in Phosphate buffered
saline (PBS) with 150 pg.mL™" of His-CD93-CTLD at 30°C. The interaction of His-CD93-CTLD with LPS,
was investigated by recording the fluorescence emission spectra of the His-CD93-CTLD as a function
of the LPS concentration. We also use LPS-FITC as a readout as a function of the His-CD93-CTLD
concentration. Trp Fluorescence or FITC spectra were collected using a Horiba spectrofluorimeter
(Fluoromax4) with an excitation wavelength at 295 nm or 495 nm with a slit of 5 nm and emission
spectra was measured in the wavelength range of 320 to 360 nm or 500 to 650 with a slit of 5 nm for
Trp Fluorescence or FITC respectively.
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Results:

Production of CTLD-CD93

To investigate interaction between LPS and CD93-CTLD, we have used CD93-CTLD proteins produced
in two overexpression system, Drosophila S2 cells and E. coli bacteria cells, we used these two
systems to keep avantage of each, respectively proteins with or without post-translational
modification and eventual bacterial contaminations. We produced His-CD93-CTLD in E. coli bacteria
and CD93-CTLD-SNAP in Drosophila S2 cells. SNAP were used to obtained high yield of fusion proteins
in supernatant of S2 Cells culture. All of these proteins were His-tagged and were purified using
Ni**(Ni-NTA) column followed by gel-filtration. The purity was analyzed by SDS-PAGE followed by
coomassie-blue staining (Fig. 25A). We analyze also the protein expression by Western Blot. (Fig.
25B) We observe the same majority band of CD93-CTLD for CD93-CTLD-SNAP and his-CD93-CTLD.
The lesser intense band can be due to oligomerisation of multiple CD93-CTLD as show previously
[540].

CD93-CTLD interact with LPS

The CTLD domain of TM binds to LPS[423], to test further the hypothesis that CD93-CTLD could
interact with LPS, we first performed an ELISA using highly purified recombinant human CD93-CTLD
protein. Immobilized LPS was able to bind to His-CTLD-CD93 in dose-dependent manner (Fig. 26A).
To rule out any bias with bacterial expression and contamination, we used CD93-CTLD-SNAP
obtained from Drosophila S2 cells, we obtained the same results (Fig. 26B). We further test if
immobilized His-CD93-CTLD was able to interact with LPS. We performed an ELISA using biotinylated-
LPS as overlay molecules. We observed a dose dependant interaction between LPS and His-CD93-
CTLD (Fig. 26C).

In ELISA one partner was immobilized. Immobilization can induce conformational change and non-
specific binding. To rule out bias with this approach, we used two interactions assays in aqueous
environment, using fluorescence of: intrinsic tryptophan CD93-CTLD or LPS-FITC. As CD93-CTLD
contains tryptophan, we conducted spectrofluorescence analysis of CD93-CTLD in presence or not of
LPS. CD93-CTLD tryptophan fluorescence decreased in dose dependant manner with increase dose of
LPS (Fig. 27A). Furthermore, LPS-FITC fluorescence decreased in dose dependant manner with
increase dose of his-CD93-CTLD (Fig. 27B).
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Figure 24. CD93-CTLD production. CD93-CTLD protein was produced and purified in two
overexpression systems, Drosophila S2 cells and E. coli bacteria cells. A. Protein purification was
confirmed by SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining or B. by western blot using P1C5
antibody against CD93 or Snap tag antibody against SNAP.
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Comp. Fig. 3 Nativel et al.
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Figure 25. ELISA assay for interaction between LPS and CD93-CTLD.A. Microplate was coated with
LPS at 1pg.mL". After washing and saturation, plates were overlayed with CD93-CTLD-SNAP or SNAP
alone between 0 to 10 pg.mL™. Mouse anti-CD93 and goat anti-Mouse HRP were used for the
revelation by chromogenic substrate. B. Microplate was coated with LPS at 1pg.mL™. After washing
and saturation, plates were overlayed with His-CD93-CTLD between 0 to 10 pg.mL". Mouse anti-
CD93 and goat anti-Mouse HRP were used for the revelation by chromogenic substrate. C.
Microplate was coated with His-CD93-CTLD at 2 ug.mL™. After washing and saturation, plates were
overlayed with biotinylated LPS between 0 to 10 pg.mL™. Streptavidine HRP was used for the
revelation by chromogenic substrate. Results are presented as the mean £ SEM from 3 independent
experiments. Differences were determined by One-way ANOVA Turkey’s test: * difference (P < 0.05),
** difference (P < 0.01), *** difference (P < 0.001), **** difference (P < 0.0001) compared to
control.
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Comp. Fig. 4 Nativel et al.
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Figure 26. LPS binding activity to CD93-CTLD by spectrofluorescence. A.LPS binding activity was
analyzed by measurement the fluorescence emission spectra of the FITC-LPS (at 250 pg.mL™?) as a
function of His-CD93-CTLD concentration (0 to 400 pg.mL™). Interaction were monitoring by the
quantification of FITC fluorescence with an excitation at 495 nm and emission at 521 nm. B.LPS
binding activity was analyzed by measurement the fluorescence emission spectra of the His-CD93-
CTLD (at 150 pg.mL?) as a function of LPS concentration (0 to 500 pg.mL™). Interaction were
monitoring by the quantification of Trp fluorescence with an excitation at 295 nm and emission at
330 nm. Results are representative of three independent experiments.
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5. Etude 5: CD93 is a cell surface receptor for bacterial DNA and CpG
oligonucleotides

Article en cours de rédaction.

Introduction:

CD93 est une protéine membranaire impliquée dans la régulation de I'adhésion cellulaire et de la
phagocytose. CD93 est constitué d’'un domaine CTLD (C-type lectin like domain), 5 domaines EGF
(epidermal growth factors), un domaine mucine, un domaine transmembranaire, et un domaine
intracellulaire. DEC-205 possede également des domaines CTLD et interagit avec les CpG ODN. Nous
supposons que CD93 contribue a la reconnaissance des motifs CpG de I’ADN bactérien, comme le fait
DEC-205, grace a leurs domaines en commun le CTLD. Le but de cette partie est d’étudier
I'interaction du CTLD de CD93 avec les motifs CpG de I’ADN bactérien. Nous examinerons également
la contribution de cette la liaison sur I'activation de I'inflammation.

Méthodologie:

-Analyse de l'interaction entre le CTLD-CD93 et CpG ODN ou I'ADN bactérien. Pour cela nous
réaliserons un « ELISA interaction » et une mesure de la fluorescence des tryptophanes de CD93 en
présence de concentration croissante de CpG ODN ou d’ADN bactérien.

-Exploration de la réponse inflammatoire des cellules par la liaison CTLD-CD93 avec CpG ODN ou
I’ADN bactérien. Pour cela, une mesure de la production de cytokines inflammatoires par ELISA par
les cellules transfectées ou non avec CD93 sera effectuée.

Résultats:

Nous avons mis en évidence que la protéine CD93 était capable d’interagir avec CpG ODN de type A
et B, avec une grande affinité pour les CpG-A. Ces motifs étant retrouvés dans I’ADN bactérien, nous
avons analysé également l'interaction entre CD93 et ’ADN bactérien. De plus nous avons montré,
grace a des cellules produisant CD93, que cette interaction était capable d’induire une production de
cytokines inflammatoires.

Conclusion:

Ces résultats mettent en évidence l'interaction entre CD93 et les motifs CpG de 'ADN bactérien.
CD93 pourrait étre un nouveau récepteur de ’ADN bactérien. Quand CD93 est présent a la surface
des cellules immunitaires et des cellules endothéliales, il peut agir comme récepteur lors d’infection
bactérienne et induire une réponse inflammatoire.
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Abstract

Bacterial DNA contains CpG oligonucleotide (ODN) which triggers innate immune responses through
the endosomal receptor toll-like receptor 9 (TLR9). The only known cell surface receptor to capture
and deliver microbial DNA to TLR9 is the C-type lectin DEC-205. DEC-205 has been described as a
receptor for CpG ODN through its C-type lectin like domain (CTLD). CD93 is a cell surface protein
which belongs to the lectin group XIV with a CTLD in the N terminal part. We hypothesized that CD93
could contribute to cell surface recognition of CpG motif of bacterial DNA, like DEC-205 and possibly
serve as cell surface receptor to deliver CoG ODN to endosomal TLR9.

To this aim, we herein made use of soluble histidine-tagged CD93-CTLD and confirmed its interaction
with CpG ODN and bacterial DNA using ELISA and tryptophan fluorescence binding studies.
Moreover, we found that CD93-expressing IMR32 cells produced more IL-6 pro-inflammatory
cytokine when exposed to CpG ODN and bacterial DNA, compared to un-transfected cells. Our data
suggest a possible regulatory activity of CD93 to control cell responsiveness to bacterial DNA in a
manner reminiscent of DEC-205. We postulate that CD93 can act as a receptor at plasma membrane
for bacterial DNA or CpG ODN and allow access to endosomal TLR9 recognition and signaling.

Keywords: CD93, C-type lectin-like domain, inflammation, CpG ODN, bacterial DNA.
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Introduction

CD93 is a type 1 transmembrane glycoprotein encoded by the CD93 gene localized on chromosome
20, position p11.21 in humans [1,2]. CD93 consists of a C-type lectin like domain (CTLD), five
epidermal growth factors (EGF)-like domains, a mucin domain, a single transmembrane domain, and
an intracellular domain [3-5]. Expression of CD93 occurs in various cell types including myeloid cells,
hematopoietic stem cells, NK cells, platelets, microglia, and endothelial cells. CD93 regulates several
processes involved in innate immunity and inflammation including phagocytosis and adhesion.
Previously it has been shown that CD93 is shed from the surface of activated human monocytes and
neutrophils resulting in release of a soluble form (sCD93). CD93 shedding was detected under
inflammatory conditions [6]. sCD93 induced differentiation of monocytes to macrophage-like cells, as
evidenced by activated cell adhesion and increased phagocytic activities. In addition, this
differentiation resulted in an enhanced response to TLR stimulation in terms of differentiation
marker expression and pro-inflammatory cytokine production [7].

Several pathogens associated molecular patterns (PAMPs) are derived from microorganisms and are
recognized by cells of the innate immune system. There is a wide variety of PAMPs including
lipopolysaccharide (LPS) and bacterial DNA. Bacterial DNA is highly rich in non-methylated CpG
oligonucleotide which can trigger an innate immune response in different cell types including
endothelial, monocyte, neutrophil, dendritic and macrophage [8-10]. CpG oligodeoxynucleotides
(CpG ODN) mimic bacterial DNA action. Two major classes of CpG ODN existed CpG-A and CpG-B and
they differ by their nucleotide sequence, CpG content, stability, and degree of phosphorylation.
These CpG ODN contribute differentially to cell activation and maturation through their interaction
with pattern recognition receptor (PRR), such as Toll like receptor 9 (TLR9) located in endosomes
[11,12]. Downstream from this binding, the transcription factor NFkB is activated and a pro-
inflammatory response occur leading to cytokine and chemokine production.

TLR9 is present at cell surface in an inactive form which acquired the capacity to bind to DNA in
endosomal compartment [13,14]. Due to their negative charges, CoG ODN as well as bacterial DNA
needs a receptor to bind to cell membrane and uptake into endosomes to bind to TLR9. To date only
the lectin CD205, also named DEC-205 or Clec13B, has been described as a receptor for CpG ODN on
dendritic cells (DCs) and B-Cell [15]. The capacity and the mechanisms of other cell types negative for
DEC 205 to respond to bacterial DNA remain poorly characterized.

DEC-205 also contains CTLD which are involved in the surface binding and uptake of CpG ODN and
bacterial DNA. We hypothesized that CD93 can contribute to cell surface recognition of CpG motif of
bacterial DNA, like DEC-205 due to their common structure organization with CTLD. Using different
assay we showed an interaction between both bacterial DNA, class A and B CpG ODN and the CTLD of
CD93. Cell surface over expression of CD93 increased cell responsiveness to CpG ODN and bacterial
DNA
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Material and Methods

Reagents

All reagents were from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, France), excepted when indicated. Biotinylated
and non-biotinylated mixed phosphorothioate-phosphodiester ODNs were purchased from Eurofins
MWG Operon, and have the following sequences (phosphorothioate regions in lower case,
phosphodiester regions in capital letters): CoG-A ODN 2216: 5’-ggG GGA CGA TCG TCg ggg gg-3’, CpG-
B ODN 2006 (5'-tcg tcg ttt tgt cgt ttt gtc gtt-3'), CpG control: 5'- tgc tge ttt tgt get ttt gtg ctt-3'.

Protein expression and purification

We produced His- human CD93-CTLD in E. Coli BL21DE3 as described previously [16]. Briefly, the
recombinant His-tagged protein was purified using Ni** (Ni-NTA) column followed by gel-filtration.
GelRed agarose gel electrophoresis was carried out to ensure that recombinant protein preparation
lacked DNA or RNA. LAL (to spell out) assay was carried out to show minimal presence of LPS in the
recombinant protein preparation, under 1ng.L" (limit of detection). The proteins were quantified by
bicinchoninic acid assay (BCA Assay). All recombinants proteins were stored at -80°C after flash
freezing in liquid nitrogen.

SDS-PAGE and Western blotting analysis

SDS-PAGE and Western blotting were conducted as previously described [16]. For Western blotting,
the membrane was incubated with a monoclonal antibody against human CD93 (clone mNI-11) at
1:1000 dilution. Membranes were washed three times for 5 min and incubated with a 1:2000 dilution
of horseradish peroxidase conjugated goat anti-mouse antibody (Vector Labs) for 1 h. Membranes
were washed with TBS-Tween 20 (0,2%) three times and developed with the Novared system (Vector
Labs) according to the manufacturer's protocol.

Bacterial DNA preparation

E. Coli DNA was extracted from BL21 (DE3) Clear Coli as before [17]. Briefly bacteria from an
overnight culture in 1L of LB were pelleted and resuspended in 8 mL of 25 mmol.L™ Hepes pH 7.2.
Then cells were lysed by sonication. After heating at 95°C for 10 min, denatured extract were
centrifuged at 20000g, 25°C for 20 min. Supernantants were mixed with an equal volume of EDTA
saturated phenol. Aqueous phase were recovered by centrifugation as before and then mixed with
an equal volume of chloroform. Aqueous phase were recovered as above and precipitated with 0.3
mol.L™ sodium acetate pH 5.2 and 1,5 vol of absolute ethanol followed by an incubation overnight at
-20°C. DNA was pellet at 12000g, 4°C for 15 min. After a washing step with 80% ethanol, DNA was
resuspended in 25 mmol.L’* Hepes pH 7.2. DNA was quantified at 260 nm and 260:280 ratio was
consider acceptable when it was superior to 1.8.

ELISA assay to test for CTLD-DNA interactions

Maxisorp microplates (Nunc, Danemark) were coated overnight at 4°C with 100 pL of E. coli bacterial
DNA at 10pg.mL™. Or with 100uL of CpG ODN diluted at 1pmol.L™ in PBS. Wells were washed with
Tris Buffered Saline (TBS) one time and with TBS-Tween 0.1% (v/v) three times followed. Saturation
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with BSA 5% in TBS-Tween was then performed for 30 min and plates were washed 3 times as
previously. Plates were then overlaid with His-CD93-CTLD at a concentration ranging from 0 to 10
pg.mL ™ in TBS with Tween 0.5% and BSA 5% for 2h. Plates were then washed. The mouse anti-CD93
(P1C5) (1:500) was used as a primary antibody for 1h. HRPO-conjugated oat anti-Mouse was used
next as secondary antibody. TMB One (Promega, France) was used for the revelation and reaction
was stopped with HCl 0.2 mol.L™". Absorbance was read at 450nm with a reference filter at 570 nm.

Alternatively, Maxisorp microplate was coated with 100pL HisCD93-CTLD at 2 pg.mL™ and saturated
as above. Biotinylated CpG was added at different concentrations ranging from from 0 to 10 uM.
Plate was incubated 30 min at room temperature, then rinsed and HRPO-conjugated streptavidin
was added at 1:1000 (Vector Labs, Clinisiences, France). After washings, ELISA was revealed as above.

Fluorescence experiments

Intrinsic tryptophan (TRP) fluorescence studies of His-CD93-CTLD were performed as described
previously [16]. Briefly, His-CD93-CTLD was diluted in PBS at 150 pug/mL and analysis was performed
at 30°C. The interaction of His-CD93-CTLD with E. Coli bacterial DNA or CpG ODN was investigated by
recording the fluorescence emission spectra of the His-CD93-CTLD exposed to increasing
concentrations of E.coli DNA . A TRP fluorescence spectrum was collected using the Horiba
spectrofluorimeter (Fluoromax4) with an excitation wavelength of 295 nm or 495 nm with a slit of 5
nm. Emission spectra were measured in the wavelength range of 320 to 360 nm.

Cell culture and Cell transfection

IMR32 cell were transfected with PDR2 empty vector (PRD2-EV) or PDR2-CD93 as described
previously [16]. IMR32 transfected cells were cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
medium 1640 completed with 10% (v/v) Foetal Bovine Serum (FBS), 2 mmol.L™ glutamine, 100 U.mL™
penicillin, 100 pg.mL" streptomycin, 0.5 ug.mL™* amphotericin B (PAN Biotech, Germany) at 37°C, 5%
CO, in a humidified cell culture incubator.

Cytokine quantification

CD93- transfected IMR32 or EV-transfected IMR32 cells were plated in 96-well plates at a density of
1x10° cells.mL™ and treated with E. coli DNA (10 pg.mL™) or CpG-A (10 uM). Supernatants were
collected and the concentration of IL-6 was measured by ELISA (Ready-SET-Go!®, e-bioscience,
Austria) according to the manufacturer’s protocols.

Statistical Analysis

All data are presented as means + standard error of the mean (SEM). Statistical analyses were
performed using © GraphPad Prism 6 Software, Inc. One-way ANOVA, followed by Turkey’s test were
performed to compare each treatments. P values < 0.05 were considered significant.
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Results

Soluble CD93-CTLD interacts with CpG ODN.

To test the hypothesis that CD93-CTLD could interact with CpG motifs in bacterial DNA, we first
performed an ELISA using highly purified recombinant human CD93-CTLD protein. Immobilized CpG-
A and CpG-B were able to interact with His-CTLD-CD93 in a dose-dependent manner (Fig. 1A). We
further tested if immobilized His-CD93-CTLD was able to interact with CpG ODN. We performed an
ELISA using CpG-A, CpG-B and a control CpG as overlay molecules. We observed a dose dependent
interaction between CpG-A and CpG-B and His-CD93-CTLD (Fig. 2B). CpG-A had more affinity than
CpG-B for His-CD93-CTLD while control CpG failed to interact with CD93 CTLD.

Of note, at least one binding partner was immobilized on the ELISA plate. Immobilization can induce
conformational changes and non-specific binding. Hence, we also used and assay to test for protein-
protein interactions in solution by measuring the fluorescence of intrinsic tryptophan of CD93-CTLD.
We conducted spectrofluorescence analysis of CD93-CTLD in presence or absence of CpG-A.
Remarkably, CD93-CTLD tryptophan fluorescence decreased in presence of increasing concentrations
of CpG-A thus strongly suggesting an interaction of these two molecules (Fig. 1C).

CD93-CTLD interacts with bacterial DNA.

CpG was used to mimic pathogen-derived DNA. To further test the hypothesis that CD93-CTLD could
interact with bacterial DNA, we first performed an ELISA using E.coli DNA. His-CTLD-CD93 was able to
bind significantly to immobilize E.coli DNA in a dose-dependent manner (Fig. 2A).

Then, we performed fluorescence analysis of intrinsic tryptophan of CD93-CTLD to assess this
interaction in solution. CD93-CTLD tryptophan fluorescence decreased in dose dependent manner
with increasing doses of E.coli DNA (Fig. 2B).

These two experimental approaches strongly suggest interaction of CD93-CTLD with bacterial DNA.

CD93 over expression enhances the induction of inflammatory cytokine

production by CpG ODN and bacterial DNA.

To analyze the role of CD93 as a modulator of extracellular DNA responses we used IMR32 cells
transfected or not for human CD93 full length. Of note, we found by QRTPCR that IMR32 expressed
TLR9 mRNA (data not shown).

IMR32 human neuroblastoma cell line was either transfected with CD93 plasmid or empty plasmid
(control). Cells were next stimulated with either E.coli DNA or CpG-A and analyzed for the production
of IL-6 in the TCS by ELISA. We found that E.coli DNA as well as CpG-A induced a more robust
expression of IL-6 in cells transfected with CD93 when compared to control cells (Fig. 3).
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Discussion and conclusion

TLR9 is a canonical receptor to engage the innate immune response mediated by pathogenic DNA
released from microbes but also from necrotic cells where extracellular cell-derived DNA will act as a
major danger-associated molecular patterns (DAMPs or alarmins). TLR9 is known to be expressed
principally by professional cells but recent studies have highlighted its expression by stromal cells
such as neurons and endothelial cells (1, 2). TLR9 signaling can have contrasting effects and
mediating either protective or pro-apoptotic activities but by ill-characterized mechanisms. DEC205
is an important lectin and co-receptor to deliver DNA to endosomal TLR9 but its expression is largely
restricted to myeloid-derived immune cells.

We herein describe for the first time that human CD93 lectin with a domain organization similar to
DEC205 can interact with immunostimulatory DNA.

Altogether, our results are in agreement with the capacity of CpG motifs in bacterial DNA to interact
with the CTLD of CD93. Moreover, we demonstrated that CD93 interaction with CpG motifs in
bacterial DNA could modulate the pro-inflammatory activity of CD93 transfected cells.

Critically, it has to be emphasized that CD93 in its membrane form will act as a receptor for bacterial
DNA to induce pro-inflammatory activity. We could also speculate that, in contrast, soluble CD93
shed from the cell membrane could act as an inhibitor. This is reminiscent of the dual functional
activities of receptors for alarmins such as thrombomodulin (CD141) and Receptor for advanced
glycation end products (RAGE) [19,20].

One possible mechanism to avoid an overreacting innate immune response is to generate a soluble
form of the same PRRs involved in cell activation through secretion or shedding mechanisms. This
activity has been exemplified for many PRRs including TLR and RAGE [18,19].
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Figures legends

Figure 1: Immunostimulatory CpG A and B interact with the CTLD of CD93. A. ELISA experiments
where microplate was coated with CpG-A or CpG-B at 1uM. Plates were overlaid with His-CD93-CTLD
ranging from 0 to 20 pg.mL™. Detection of binding was revealed using mouse anti-human CD93 and
HRPO-conjugated goat anti-mouse. B. Microplate was coated with His-CD93-CTLD at 2pg.mL™". After
washing and saturation, plates were overlaid with biotinylated CpG-A, CpG-B, or CpG-ctrl ranging
fromO to 3 uM. Streptavidine HRPO was used for the Results are presented as the mean £ SEM from
3 independent experiments. Differences were determined by One-way ANOVA Turkey’s test: *
difference (P < 0.05), ** difference (P < 0.01), *** difference (P < 0.001), **** difference (P < 0.0001)
compared to control. C. Analyzis of CpG-A binding activity to His-CD93-CTLD by spectrofluorescence.
His-CD93-CTLD (at 150 pg.mL™") was incubated with CpG-A at different concentrations (0 to 20 pM).
Interactions were monitored by the quantification of Trp fluorescence with an excitation at 295 nm
and emission at 330 nm. Results are representative of three independent experiments.

Figure 2: Bacterial DNA can bind to soluble CD93-CTLD. A. Microplate was coated with E. Coli DNA
at 10ug.mL™. After washing and saturation, plates were overlaid with His-CD93-CTLD between 0 to
10 pg.mL™. B. Analyzis of bacterial DNA binding activity to His-CD93-CTLD by spectrofluorescence.
His-CD93-CTLD (at 150 pg.mL™) was incubated with E.coli DNA ranging from 0 to 200 pg.mL™.

Figure 3: CpG and bacterial DNA boost IL-6 expression in CD93 transfected cells. IMR32 (CD93
negative cells) cells (5 x 10° cells.mL™) were transfected with or without CD93 (PDR2-CD93 and PDR2-
EV respectively) and treated with either E.coli DNA at 10 ug.mL" or CpG-A at 10 uM. The secretion of
IL-6 in the supernatant was evaluated by ELISA. Results are presented as the mean + SEM from 3
independent experiments. Differences were determined by One-way ANOVA Turkey’'s test: *
difference (P < 0.05), ** difference (P < 0.01), *** difference (P < 0.001).
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Fig. 1 Nativel et al.
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Figure 1: interaction between CpG ODN and CD93-CTLD. A. Elisa interaction. Microplate was coated with CpG-
A or CpG-B at 1uM. After washing and saturation, plates were overlayed with His-CD93-CTLD between 0 to 20
ug.mL"l. Mouse anti-CD93 and goat anti-Mouse HRP were used for the revelation by chromogenic substrate.
Absorbance was read at 450nm with a reference filter at 570 nm. B. Elisa interaction. Microplate was coated
with His-CD93-CTLD at 2p.g.mL'1. After washing and saturation, plates were overlayed with biotinylated CpG-A,
CpG-B, or CpG-ctrl between 0 to 3 uM. Streptavidine HRP was used for the revelation by chromogenic
substrate. Absorbance was read at 450nm with a reference filter at 570 nm. Results are presented as the mean
+ SEM from 3 independent experiments. Differences were determined by One-way ANOVA Turkey’s test: *
difference (P < 0.05), ** difference (P < 0.01), *** difference (P < 0.001), **** difference (P < 0.0001)
compared to control. C. Analyze of CpG-A binding activity to His-CD93-CTLD by spectrofluorescence. CpG-A
binding activity was analyzed by measurement the fluorescence emission spectra of the His-CD93-CTLD (at 150
ug.mL"l) as a function of CpG-A concentration (0 to 20 uM). Interaction were monitoring by the quantification
of Trp fluorescence with an excitation at 295 nm and emission at 330 nm. Results are representative of three
independent experiments.
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Fig. 2 Nativel et al.
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Figure 2: interaction between bacterial DNA and CD93-CTLD. A. Microplate was coated with E. coli DNA at
1Oug.mL'1. After washing and saturation, plates were overlayed with His-CD93-CTLD between 0 to 10 ug.mL'l.
Mouse anti-CD93 and goat anti-Mouse HRP were used for the revelation by chromogenic substrate.
Absorbance was read at 450nm with a reference filter at 570 nm. B. Analyze of bacterial DNA binding activity to
His-CD93-CTLD by spectrofluorescence. E. coli DNA binding activity was analyzed by measurement the
fluorescence emission spectra of the His-CD93-CTLD (at 150 ug.mL'l) as a function of E.coli DNA concentration
(0 to 200 ug.mL"l). Interaction were monitoring by the quantification of Trp fluorescence with an excitation at
295 nm and emission at 330 nm.
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Fig. 3 Nativel et al.
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Figure 3: Inflammatory effect of interaction between CD93 and CpG motif in bacterial DNA. IMR32 cells (5 x
10° cells.mL™) transfected with or without CD93 (PDR2-CD93 and PDR2-EV respectively) were treated with
E.coli DNA at 10 ug.mL'1 or CpG-A at 10 puM. The secretion of IL-6 in the supernatant was evaluated by ELISA.
Results are presented as the mean = SEM from 3 independent experiments. Differences were determined by
One-way ANOVA Turkey’s test: * difference (P < 0.05), ** difference (P < 0.01), *** difference (P < 0.001).
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6. Etude 6: CD93 a potential new receptor for HMGB1.

Article en cours de rédaction.

Introduction:

CD93 est une protéine membranaire impliquée dans la régulation de I'adhésion cellulaire et de la
phagocytose. CD93 possede plusieurs domaines communs avec les autres membres de sa famille
(CD141, CD248 et Clecl4a), en particulier le domaine CTLD. Chez CD141, ce domaine est impliqué
dans linflammation, en interagissant avec HMGB1. Nous supposons que CD93 contribue a la
reconnaissance de HMGB1, comme le fait CD141, grace a leur domaine en commun le CTLD. Le but
de cette partie est d’étudier I'interaction du CTLD de CD93 avec HMGB1 et de définir le domaine de
HMGB1 responsable de cette interaction.

Méthodologie:

-Analyse de l'interaction entre le CTLD-CD93 et HMGBI1. Pour cela nous allons réaliser un « ELISA
interaction », une SPR (Surface Plasmon Resonance), une immunoprécipitation et un pull-down.

-Etude de linteraction entre le CTLD-CD93 et les différents types et domaines de HMGB1. Pour cela
nous réaliserons une production des différents types et domaines de HMGB1, et procéderons a un
« ELISA interaction ».

Résultats:

Nous avons mis en évidence que la protéine CTLD-CD93 était capable d’interagir avec HMGB1. Nous
avons également identifié que la queue acide de HMGB1 possede un role critique dans cette
interaction. De plus il n’y a aucune implication de I'état redox de HMGB1 qui influence cette
interaction.

Conclusion:

Il donc été mis en lumiere que la protéine CTLD-CD93 était capable d’interagir avec HMGB1, plus
précisément au niveau de sa queue acide. CD93 est clivé de la surface des monocytes et neutrophiles
humain induisant la libération de sCD93. Par conséquent, nous émettons I’hypothese que le CTLD de
CD93 est capable d’interagir avec HMGB1 quand il est libéré dans le milieu extracellulaire. Ainsi,
durant les phénoménes de nécrose ou d’inflammation sCD93 pourrait agir comme scavengeur de
HMGBI1 et inhiber son activité pro-inflammatoire.
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Abstract

CD93 belongs to a family of innate immune receptors call CLR (C-type lectin receptors) and involved
in the control of inflammatory processes in acute and chronic settings. Other family members with a
C-type lectin-like domain (CTLD) include thrombomodulin (CD141), endosialin (CD248) and Clec14A.
It has been demonstrated that CD141 can sequester HMGB1.

As CD93 is closely related to CD141, we specifically address the capacity of CD93 to interact with
HMGB1. Using several biochemical approach we an interaction of CD93 trough it CTLD to HMGB1..
This interaction occurs independently of redox state of HMGB1through the acidic tail of HMGB1As
soluble form of CD93 (sCD93) has been shown to be abundantly released in clinical and experimental
inflammatory diseases our data suggest a possible regulatory activity of CD93 CTLD to control
HMGB1 alarmin activity in a manner reminiscent of sCD141 and sRAGE.

Keywords: CD93, C-type lectin-like domain, HMGB1, Alarmin, inflammation.
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Introduction

CD93 belongs to a family of innate immune receptors call CLR (C-type lectin receptors) and involved
in the control of inflammatory processes in acute and chronic settings. CD93 is a type 1 glycosylated
transmembrane protein with distinctive structural motifs including a C-type lectin-like domain (CTLD)
and a series of five epidermal growth factor-like (EGF) domains, a mucin domain, a single
transmembrane domain, and an intracellular domain [1-3]. CD93 is abundantly expressed by
endothelial cells, platelets and by subsets of lymphocytes. Expression has also been described for
monocytes and dendritic cells and is rapidly decreased upon cell differentiation. In rodents, CD93 is
best known as the AA4.1 antigen, a marker particularly abundant on hematopoietic stem cells [3]. In
the rat, CD93 is expressed by natural killer cells and may be involved in the control of innate immune
activation processes [4,5]. Several pools of CD93 have been described, whether it is expressed at the
cell membrane, cytosolic and under secreted forms particularly in response to tissue inflammation
[4,6-8].

CD93 is a member of a family known as “the group XIV of C-type lectin” [9] and with a domain
composition and organisation which bears resemblance to the other member of this family:
thrombomodulin (CD141) [10], endosialin (CD248, also known as tumor endothelial marker number
one, TEM1) [11] and Clecl14A [12]. The CTLD of membrane form of CD141 has potent anti-
inflammatory activity [13]. Furthermore, it has been demonstrated that sCD141 can sequester the
nuclear protein HMGB1 (high-mobility group-B1) DNA-binding protein [14]. HMGB1 is known to
control nuclear stabilisation of DNA, but it has an additional role as an alarmin or DAMP (Damage
Associated Molecular Pattern) in mediating robust inflammation. By scavenging HMGB1, sCD141 may
control the inflammatory response.

HMGB1 is comprised of 3 domains: A-box, B-box, and a highly acidic C-terminal tail. HMGB1 own 3
critical cysteins for it function (C23, C45, and C106). C23 and C45 are present in the A-box and
formed a disulfide bond. In the extracellular compartment fully reduced HMGB1 (HMGB1-SH) acts as
a chemokine, disulfide HMGB1 (HMGB1-SS) as a cytokine, and sulfonyl HMGB1 (HMGB1-SO)
promotes immunological tolerance [15].

Moreover, it has been shown that CD93 is secreted (sCD93) in response to diverse infectious and
inflammatory settings in animal models and in patients [16,17]. We hypothesize that like sCD141,
sCD93 has the capacity to interact with HMGB1. Thus, we decided to focus on the interaction of the
soluble form of CD93-CTLD and HMGB1.

172




Materials and methods

Production of recombinant proteins: CD93-CTLD and HMGB1.

HMGB1 and CD93-CTLD protein was produced as describe previously [18,19]. The different domain
of HMGB1 was produced using the same protocol but with sequence coding for human HMGB1 A-
box domain (residues 1-84), B-box domain (residues 84 to 164), or B-box and acidic tail domain
(residues 84-215). As describe previously, HMGB1 was produce and purified as disulfide bonded form
in HBS (Hepes 50mM,150 mM NaCl). To obtain reduced HMGB1 (HMGB1 SH) DDT were added to
HMGB1 SS at 10mM followed by dialysis against HBS with 1mM DTT.

GelRed agarose gel electrophoresis was carried out to be sure that recombinant protein preparation
lacks DNA or RNA. LAL assay was carried out to be sure that recombinant protein preparation lacks
LPS, and level of LPS was under 1ng.L™". The proteins were quantified by bicinchoninic acid assay (BCA
Assay). All recombinants proteins were stored at -80°C after flash frozen in liquid nitrogen.

Test of CTLD-HMGB1 interaction by ELISA.

Maxisorp microplate (Nunc, Danemark) 96 well plates were coated with 100 uL of HMGB1 or
HMGB1’s domain at 1pg.mL " overnight in PBS at 4°C. Wells were washed with Tris Buffered Saline
(TBS) one time and with TBS-Tween 0.1% (v/v) three times followed by saturation with blocking
buffer (PBS with 0.1% Tween 20 and 5% BSA) for 30 min at 25°C. After washing, plates were
overlayed with his-CTLD-CD93 in blocking buffer (from 0 to 5 pg.mL™), incubated for 2 h at 25°C.
Then washed with washing buffer, and plates were incubated with anti-CD93 (clone P1C5, 1 pg.ml™
in blocking buffer) for 1 h at 25°C. Plates were washed, then treated 30 min with anti-mouse HRP and
finally the potent interactions were revealed using TMB One (Promega, France) as HRP substrate and
reaction was stopped with HCl 0.2 mol.L™. Absorbance was read at 450nm with a reference filter at
570 nm.

Alternatively, Maxisorp microplate was coated with 100pL HisCD93-CTLD at 2 pg.mL™" and saturated
as above. HMGB1 was added at different concentrations (from 0 to 5 pg.mL™). Plate was incubated
30 min at room temperature. After a washing step, ELISA was revealed as above with anti-mouse
HRP and TMB One.

Cell culture and Cell transfection

IMR32 cell were transfected with PDR2 empty vector (PRD2-EV) or PDR2-CD93 as describe previously
[16]. IMR32 transfected cells were cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium 1640
completed with 10% (v/v) Foetal Bovine Serum (FBS), 2 mmol.mLglutamine, 100 U.mL" penicillin,
100 pg.mL* streptomycin, 0.5 pg.mL" amphotericin B (PAN Biotech, Germany) at 37°C, 5% CO, in a
humidified cell culture incubator.

Flow cytometry

IMR32 cell transfected with PRD2-EV or PDR2-CD93 were harvested after two washes with PBS, then
pelleted at 800 g for 5 min. Cells were incubated with 5% (w/v) BSA in PBS for 20 min at room
temperature under agitation, then with or without HMIGB1-His at 2 pg.mL™ in PBS-BSA for 1 h at
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room temperature under agitation. Primary and secondary antibodies were diluted in PBS-BSA and
incubated at room temperature with agitation for 45 min. Primary antibody was anti-HMGB1 (clone
W18, Santa cruz) at 1:75 dilution, and secondary antibody was anti-mouse conjugated to R-
Phycoerythrin (polyclonal antibody, Southern Biotech) at 1:500 dilution. After two washes with PBS,
cells were harvested in PBS. For each experiment 10000 cells were counted and were analyzed by
flow cytometry (Beckman Coulter FC-500-MPL Flow Cytometer, MXP acquisition software and CXP
analysis software, version 2.2).

Protein extract

IMR32 cell transfected with PDR2-CD93 or cells were UV radiated at 400 mJ (Stratagene UV
Stratalinker 2400) and then incubated at 37°C with 5% CO, for up to 4 hours to induce apoptosis.
Apoptotic cells (5 x 10° cells) were lysed in 5 mL of PBS with 1% NP40 at 4°C for 15 min. Lysate was
centrifuged for 15 min at 15000 g, 4°C,

CD93-CTLD Immunoprecipitation

We used Protein G Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare) affinity column for immunoprecipitation as
describe by the supplier. Briefly, the protein extract from IMR32 cell transfected with PDR2-CD93
was incubated with rabbit IgG (negative control) or rabbit IgG anti-CD93 (produced previously [20])
for 2 h, then load into 500uL of Protein G Sepharose. After several wash, column beads were treated
with SDS-PAGE loading buffer without DTT and tested for HMGB1 and CD93 content by western-
blotting.

CD93-CTLD pull-down assay

Affinity column was performed using Ni** (Ni-NTA) (Qiagen, Germany). For Ni-NTA, 500 ug of His-
CTLD CD93 were applied onto 0.5 mL of Ni-NTA resin in PBS with 1% NP-40. The apoptotic Jurkat
protein extract was pre-cleared on 0.5 mL of Ni-NTA agarose to reduce nonspecific binding during
pull-down experiment. Pre-cleared extracts were separated in two parts; one was loaded on Ni-NTA
resin (negative control) and the other part to Ni-NTA-His-CTLD CD93. After washing with 10 bed
volumes of PBS-NP40 with 30 mM imidazole, proteins bound to the resin were eluted with 2 mL of
PBS-NP40 with 300 mM imidazole. Eluted fractions were tested for HMGB1 content by Western-
blotting.

SDS-PAGE and Western blotting analysis

SDS-PAGE and Western blotting were conducted as previously described [18]. For Western blotting,
the membrane was incubated with a monoclonal antibody against human CD93 (clone mNI-11) or
against HMGB1 (clone W-18) at 1:1000 dilution. Membranes were washed three times for 5 min and
incubated with a 1:2000 dilution of goat horseradish peroxidase conjugated anti-mouse (Vector Labs)
for 1 h. Membranes were washed with TBS-Tween 20 0,2% three times and developed with the
Novared system (Vector Labs) according to the manufacturer's protocol.
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SPR analyses of CD93 CTLD-HMGBI1 interaction and data evaluation

Analyses were performed on a BlAcore 3000 instrument (GE Healthcare). Immobilizations were
performed using the amine coupling chemistry in 150 mM NaCl, 10 mM Hepes, pH 7.4, 0.005%
surfactant P20 (HBS-P) on CM5 sensor chips (GE Healthcare). Recombinant HMGB1-FL was diluted to
10 pg/ml in 10 mM sodium acetate (pH 4.5) and CD93 -CTLD were diluted to 1 pg/ml in 10 mM
sodium acetate (pH 5.0) prior to immobilization. Binding to immobilized HMGB1 (1190 RU) and CD93
(1020 RU) was measured at a flow rate of 30 ul/min in HBS-P. A control flow cell submitted to the
coupling steps without immobilized protein was used as reference and the specific binding signal was
obtained by subtracting the background signal over the reference surface. Regeneration of the
surfaces was achieved by injections of 10 ul of 1 M NaCl.

Data were analyzed by global fitting to a 1:1 Langmuir binding model of both the association and
dissociation phases for five analyte concentrations simultaneously, using the BlAevaluation 3.2
software (GE Healthcare). Buffer blanks were subtracted from the data sets used for kinetic analysis
(double referencing). The apparent equilibrium dissociation constants (Kp) were calculated from the
ratio of the dissociation and association rate constants (ky/k,). Data fitting yielded satisfactory Chi2
values (< 1.4, see table I).

Statistical Analysis

All data are presented as means + standard error of the mean (SEM). Statistical analyses were
performed using © GraphPad Prism 6 Software, Inc. One-way ANOVA, followed by Turkey’s test were
performed to compare each treatments. P values < 0.05 were considered significant.
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Results

HMGB1 binds to CD93-CTLD

To test further the hypothesis that HMGB1 could interact with CD93, we first performed an ELISA
using highly purified recombinant human HMGB1 protein. Immobilized HMGB1 was able to bind to
CTLD-CD93 in dose-dependent manner (Fig. 1A), and conversely, immobilized CTLD-CD93 was able to
bind to HMGB1 in a dose-dependent manner (Fig. 1B). Then, we used surface plasmon resonance
(SPR) to assess the kinetics of the interaction between CD93-CTLD and immobilized full-length
HMGB1 (Fig. 1C). CD93 bound to HMGB1 variants in a dose-dependent manner. Kinetic analyses of
the binding curves were performed using global fitting to a 1:1 Langmuir model and the apparent
equilibrium constants determined from the ratio of the dissociation and association rate constants
(Table 1). The Kp values were in the nanomolar range, reflective of high affinity of the interaction
between HMGB1 and CD93-CTLD.

CD93-CTLD interact with endogenic HMGB1

In ELISA and SPR one partner was immobilized. Immobilization can induce conformational change
and non-specific binding. To rule out errors with this approach, we used interaction assays in
aqueous environment, using cells as source of endogenic HMGB1. We used flow cytometer to
analyze the cellular interaction of full length CD93 with HMGB1. IMR32 transfected with CD93 (PDR2-
CD93) interact with HMGB1 more importantly that IMR32 transfected with empty vector (PDR2-EV)

(Fig.2).

Then, we used interaction assays in aqueous environment, using an immunoprecipitation and pull-
down. First, we used an affinity column with rabbit IgG anti-CD93 or Rabbit I1gG control coupled to a
stationary phase through the Fc part of the antibody. We used protein extract from apoptotic Jurkat
cell to obtain HMGBL1 released during apoptosis. Protein extracts from apoptotic cells were loaded
onto the column and after several washes; proteins bound to the stationary phase were eluted and
tested for their content for CD93 and HMGB1. We used anti rabbit IgG as control. We observed
enrichment for endogenous HMGB1 and CD93 immobilized to the column (Fig. 3A). Next, we used an
affinity column pull-down assay using CTLD-CD93 coupled to a stationary phase through its histidine
tag. Protein extracts from apoptotic Jurkat cells were loaded onto the column and after several
washes; proteins bound to the stationary phase were eluted and tested for their content for HMGB1.
We observed enrichment for endogenous HMGB1 immobilized to His-CTLD CD93 (Fig. 3B).

Characterization of the interaction between HMGB1 and CD93-CTLD

To characterize the interaction of HMGB1 and CD93-CTLD, we produced different domains of
HMGB1: A-box domain, B-box domain, or B-box and acidic tail domain (Fig. 4A) or HMGB1 with or
without disulfide bond (Fig. 4B). We observe a different migration profile between HMGB1-SS and
HMGB1-SH, this difference is the consequence of the lost of the disulfide bridge.

We first performed an ELISA using full length of different oxidation of HMGB1. Immobilized HMGB1
with (HMGB1-SS) or without (HMGB1-SH) disulfide bond were able to bind to CTLD-CD93 (Fig. 5A).
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We next performed an ELISA using different domains of HMGB1, immobilized A-box SH, B-box, and
A-box SS (data not show), weren’t able to bind to CTLD-CD93. While the B-box with the acidic tail was
able to bind to CTLD-CD93 (Fig. 5B).
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Discussion

There is a growing list of damage-associated molecular patterns (DAMP) derived from the host such
as the HMGB1, heat shock proteins and S100, many of which will signal through the same PRRs
(TLR4, TLR2, RAGE) as those used for the recognition of pathogen associated molecular patterns
(PAMP). This recognition is critically important for the activation of innate immune cells such as
macrophages.

CD93 could be released in the extracellular milieu by matrix metalloproteases [7]. Shedding of CD93
might also contribute to elevated levels of sCD93 observed in several inflammatory settings [16].
More recent investigations have suggested that sCD93 controls innate immune activation of
monocytes and monocyte cell lines engaged by several membrane and cytosolic TLR [8]. Our study
further suggests that sCD93 behaves as a scavenger molecule in a manner particularly reminiscent of
sCD141 and sRAGE through its capacity to interact with HMGB1.

We demonstrate that HMGB1 can interact with CD93. This was confirmed by: ELISA interaction, SPR,
Immunoprecipitation, and receptor-ligand pull-down. The presence of the disulfide bridge of HMGB1
is no required for the interaction of CD93.

The interaction domain of HMGB1 with the DNA, p53, and TLR4 is present in HMG boxes [21].
Whereas the binding domain of RAGE receptor is present in the acidic tail (residue 150-183) [22]. The
acidic C-terminal domain forms a flexible structure which can reversibly interact intramolecularly
with the HMG boxes and modulate binding to DNA and other proteins [23]. We also identified
indirectly the acidic tail as the interaction domain with the CTLD of CD93.

CD93 is indeed an acute phase protein and its expression is highly increased in inflamed tissues such
as stroke [24]. We don’t know whether sCD93 can be released in the injury but our data would
suggest that it may contribute to the scavenging of HMGB1 proinflammatory activities. CD93 gene
had arisen from CD141 gene duplication and our data suggest functional conservation of the N-
terminal domain between both proteins [4]. It will be interesting to address the expression levels of
sCD93 in diseases patients and whether complexes of HMGB1 with sCD93 would be detected. It will
also be interesting to address the molecular properties of HMGB1 complex with sCD93 and the
relation to TLR2, TLR4 and RAGE signalling capacities. We also should not ignore the possible
interaction between CD93 membrane form and HMGB1 associated or not with other molecules.
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Conclusion

This is the first description of CD93-HMGB1 interaction, which may be important to better
understand the role of CD93. We considered that the innate immune function of CD93 could be
mediated in a manner reminiscent of sCD141 and sRAGE through the scavenging of harmful
proinflammatory molecules.
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TaABLEl :Kinetic and dissociation constants for binding of CD93 (CTLD) to immobilized full-length
HMGB1

Immobilized HMGB1 (full length)
k,(M*s™h) kg (s™) Ko (nM) Chi2

CD93 (1stexp) [9.43x10° [3.95x10° [4.18 1.32

CD93 (2nd exp) [1.13x10° ([3.74x10° |[3.31 1.39
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Figures legend

Figure 1: interaction between HMGB1 and CD93-CTLD. (A) Microplate was coated with HMGB1 at 2
pg.mL ™. After washing and saturation, plates were overlayed with His-CD93-CTLD between 0 to 5
pg.mL™. Mouse anti-CD93 and goat anti-Mouse HRP were usedfor the revelation by chromogenic
substrate. (B)Microplate was coated with His-CD93-CTLD at 2 pg.mL™. After washing and saturation,
plates were overlayed with HMGB1 between 0 to 5 pg.mL’. Anti-HMGB1 (W18)antibody and
secondary HRP antibody were usedfor the revelation by chromogenic substrate. Results are
presented as the mean + SEM from 3 independent experiments. Differences were determined by
One-way ANOVA Turkey’s test: * difference (P < 0.05), ** difference (P < 0.01), *** difference (P <
0.001),**** difference (P < 0.0001) compared to control. (C) SPR kinetic analysis of the interaction
between CD93-CTLD and immobilized HMGB1. Ninety pl of CD93 (1, 2, 4, 8 and 16 ug.mL™) were
injected over 1190 RU of immobilized HMGB1. The specific binding signals shown were obtained by
subtracting the background signal over a reference surface with no protein immobilized and further
subtracting buffer blanks from the data sets. Fits are shown as dotted lines and were obtained by
global fitting of the data using a 1:1 Langmuir binding model. The results shown are representative of
2 experiments. See Numerical data in Table I.

Figure 2: Flow cytometry interaction between HMGB1 and CD93. IMR32 cells were pelleted then
were incubated with (+HMGB1) or without HMGB1 (-HMGB1) at 2 pg.mL™. Primary antibody was
anti-HMGB1, and secondary antibody was anti-mouse conjugated to R-Phycoerythrin. Cells were
analyzed in cytometer.

Figure 3: Endogenous HMGBL1 interacts with CD93-CTLD. (A) Immunoprecipitation assay on control
or anti-CD93 beads using IMR32-PDR2-CD93 cell lysates. Protein eluted purification was confirmed by
SDS-PAGE followed by western blot using P1C5 antibody against CD93 or anti-HMGB1 antibody
(clone W18).(B) Pull-down assay of HMGB1 on control (Ni-NTA) or CD93-CTLD beads (Ni-NTA His-
CD93-CTLD) using Jurkat cell lysates. Protein eluted purification was confirmed by SDS-PAGE followed
by western blot anti-HMGB1 antibody (clone W18).

Figure 4: Production of His-CD93-CTLD, different types of HMGB1 and HMGB1’s domains. (A) Gel
SDS-PAGE of His-CD93-CTLD, His-HMGB1-SH, His-A-box SH domain, His-B-box domain, or His-B-box
and acidic tail domain (B-box Cter) with DTT. Gel was colored with Coomassie Blue. (B) Gel SDS-PAGE
of His-HMGB1-SS (without DTT) and His-HMGB1-SH (with DTT). Gel was colored with Coomassie Blue.

Figure 5: ELISA interaction between different types of HMGB1 and HMGB1’s domains and CD93-
CTLD. (A) Microplate was coated with HMGB1-SS or HMGB1-SH at 2 pg.mL™. After washing and
saturation, plates were overlayed with His-CD93-CTLD at 5 pg.mL™. Mouse anti-CD93 and goat anti-
Mouse HRP were usedfor the revelation by chromogenic substrate. (B)Microplate was coated with
HMGB1-SH, A-box SH, B-box or B-box with the acidic tail at 2 ug.mL'l. After washing and saturation,
plates were overlayed with His-CD93-CTLD at 5 pg.mL™". Mouse anti-CD93 and goat anti-Mouse HRP
were usedfor the revelation by chromogenic substrate. Results are presented as the mean + SEM
from 3 independent experiments. Differences were determined by One-way ANOVA Turkey’s test: *
difference (P < 0.05), ** difference (P < 0.01), and *** difference (P < 0.001) compared to control.
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Figure 1: interaction between HMGB1 and CD93-CTLD. (A) Microplate was coated with HMGB1 at 2 ug.mL'l.
After washing and saturation, plates were overlayed with His-CD93-CTLD between 0 to 5 ug.mL'l. Mouse anti-
CD93 and goat anti-Mouse HRP were used for the revelation by chromogenic substrate. (B)Microplate was
coated with His-CD93-CTLD at 2 ug.mL’l. After washing and saturation, plates were overlayed with HMGB1
between 0to 5 ug.mL'l. Anti-HMGB1 (W18) antibody and secondary HRP antibody were used for the revelation
by chromogenic substrate. Results are presented as the mean + SEM from 3 independent experiments.
Differences were determined by One-way ANOVA Turkey’s test: * difference (P < 0.05), ** difference (P < 0.01),
*** difference (P < 0.001), **** difference (P < 0.0001) compared to control. (C) SPR kinetic analysis of the
interaction between CD93-CTLD and immobilized HMGB1. Ninety ul of CD93 (1, 2, 4, 8 and 16 ug.mL'l) were
injected over 1190 RU of immobilized HMGB1. The specific binding signals shown were obtained by subtracting
the background signal over a reference surface with no protein immobilized and further subtracting buffer
blanks from the data sets. Fits are shown as dotted lines and were obtained by global fitting of the data using a
1:1 Langmuir binding model. The results shown are representative of 2 experiments. See Numerical data in
Table I.
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Fig. 2 Nativel et al.
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Figure 2: Flow cytometry interaction between HMGB1 and CD93. IMR32 cells were pelleted then were
incubated with (+HMGB1) or without HMGB1 (-HMGB1) at 2 ug.mL'l. Primary antibody was anti-HMGB1, and
secondary antibody was anti-mouse conjugated to R-Phycoerythrin. Cells were analyzed in cytometer.

185




M
(%)
A L
)
© (;g
\Qo \Qo
B B
N
& &
$R S
HMGB1
-
. CD93
1... .4

w—
.

——

|Anti-RabbitIgG

186

Fig. 3 Nativel et al.

Q
v
L

o

S

Q.\{q

S
T & <

o --HMGBl

Figure 3: Endogenous HMGB1 interacts with CD93-CTLD. (A) Immunoprecipitation assay on control or anti-
CD93 beads using IMR32-PDR2-CD93 cell lysates. Protein eluted purification was confirmed by SDS-PAGE
followed by western blot using P1C5 antibody against CD93 or anti-HMGB1 antibody (clone W18).(B) Pull-down
assay of HMGB1 on control (Ni-NTA) or CD93-CTLD beads (Ni-NTA His-CD93-CTLD) using Jurkat cell lysates.
Protein eluted purification was confirmed by SDS-PAGE followed by western blot anti-HMGB1 antibody (clone
W18).




Fig. 4 Nativel et al.
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Figure 4: Production of His-CD93-CTLD, different types of HMGB1 and HMGB1’s domains. (A) Gel SDS-PAGE of
His-CD93-CTLD, His-HMGB1-SH, His-A-box SH domain, His-B-box domain, or His-B-box and acidic tail domain (B-
box Cter) with DTT. Gel was colored with Coomassie Blue. (B) Gel SDS-PAGE of His-HMGB1-SS (without DTT)

and His-HMGB1-SH (with DTT). Gel was colored with Coomassie Blue.
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Fig. 5 Nativel et al.
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Figure 5: ELISA interaction between different types of HMGB1 and HMGB1’s domains and CD93-CTLD. (A)
Microplate was coated with HMGB1-SS or HMGB1-SH at 2 ug.mL'l. After washing and saturation, plates were
overlayed with His-CD93-CTLD at 5 ug.mL'l. Mouse anti-CD93 and goat anti-Mouse HRP were used for the
revelation by chromogenic substrate. (B)Microplate was coated with HMGB1-SH, A-box SH, B-box or B-box with
the acidic tail at 2 ug.mL'l. After washing and saturation, plates were overlayed with His-CD93-CTLD at 5 pg.mL
! Mouse anti-CD93 and goat anti-Mouse HRP were used for the revelation by chromogenic substrate. Results
are presented as the mean + SEM from 3 independent experiments. Differences were determined by One-way
ANOVA Turkey'’s test: * difference (P < 0.05), ** difference (P < 0.01), and *** difference (P < 0.001) compared
to control.
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V. Discussion

Les travaux réalisés au cours de cette thése ont consisté a explorer les mécanismes de deux DAMP
HMGB1 et HSP60 et du PAMP LPS. Ces molécules sont impliquées dans de nombreuses maladies
inflammatoires. La connaissance du mode d’action de ces molécules aussi bien au niveau cellulaire
gue moléculaire, est essentielle pour la mise en place de traitement de ces maladies.

Les différents points de discussion abordés dans ce chapitre visent a proposer une analyse globale et
intégrée de 'ensemble des données issues de ce travail de thése. A ce titre, nous aborderons plus
particulierement les principaux résultats relatifs aux modes d’action des DAMP dans les mécanismes
de l'inflammation, particulierement HMGB1. Puis nous nous intéresserons aux interactions entre les
DAMP et les PAMP, dans leur capacité de modulation de I'inflammation, dans lequel le LPS sera
discuté. Enfin nous discuterons des récepteurs impliqués dans la reconnaissance des PAMP et DAMP,
avec la mise en évidence d’un potentiel nouveau récepteur CD93.

Le mode d’action des DAMP dans les mécanismes inflammatoires, en particulier HMGB1.

Il a été démontré dans plusieurs études que dans les maladies inflammatoires, on observe une
présence accrue de DAMP dans le sang des patients. L'origine de ces DAMP reste souvent inconnue,
mais on connait leurs fonctions au niveau du systéme immunitaire dans les cas de réponse
I'inflammation. Le maintien et 'augmentation de ces DAMP dans I'organisme sont problématiques. Il
est ainsi nécessaire de connaitre les mécanismes qui se mettent en place dans l'installation de ces
maladies inflammatoires, les causes et conséquences de la présence de ces DAMP, aussi bien au
niveau cellulaire qu’au niveau moléculaire.

Toutes les cellules sont capables de libérer des DAMP, principalement lorsqu’elles subissent une
nécrose. Dans les cas de maladie inflammatoire impliquant la nécrose des tissus, la source de DAMP
est relativement facile a identifier. En revanche dans d’autres cas cette source de DAMP est plus
difficile a identifier. Dans notre étude, nous avons mis en évidence un nouveau tissu pouvant étre
responsable d’une forte source de DAMP, le tissu adipeux. Nous savons qu'’il existe un lien étroit
entre les marqueurs de l'inflammation et I'obésité, plus précisément au niveau du tissu adipeux.

Le tissu adipeux est composé de nombreux types cellulaires comme des cellules immunitaires, des
adipocytes et des pré-adipocytes. Les principales cellules productrices de cytokines inflammatoires et
de DAMP sont les cellules immunitaires (macrophages, lymphocytes, cellules dendritiques entre
autres) [541]. On peut se demander si I'inflammation du tissu adipeux est a I'origine de l'infiltration
des macrophages et des autres cellules immunitaires ou si l'infiltration de ces cellules est a I'origine
de l'inflammation du tissu adipeux. L'implication des cellules autres que les cellules immunitaires
dans lI'inflammation du tissu adipeux n’est pas réellement décrite. Nous avons montré que les pré-
adipocytes peuvent également étre une source de facteurs inflammatoires comme des cytokines, des
chimiokines et des DAMP.

En plus de cela, le HMGB1 libéré par les pré-adipocytes serait au centre d’un phénoméne
inflammatoire global impliquant toutes les cellules du tissu adipeux. Une des hypothéses est la
libération active de HMGB1 par les pré-adipocytes, associée a I'oxydation de ses cystéines et ainsi
régulerait la fonction biologique et inflammatoire de HMGB1 (Figure 13). En effet, lorsque HMGB1
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est libéré par les cellules, 'ensemble de ses 3 cystéines est sous forme réduite sans pont disulfure
(HMGB1-SH). Dans ces conditions HMGB1 a une fonction chimiokine et il va attirer les cellules
immunitaires au sein du tissu adipeux. De plus HMGB1 induit la production de chimiokine (MCP-1)
qui va la encore permettre d’attirer les cellules immunitaires au sein du tissu adipeux. Dans un
second temps apparait du HMGB1-SS avec son activité pro-inflammatoire, issue de I'oxydation de
HMGB1 dans le milieu oxydant extracellulaire [157]. Ce mécanisme d’oxydation a également été mis
en avant pour d’autres DAMP [542], comme la famille S100. Il est de plus en plus évident que les
modifications oxydatives des résidus de cystéine dans les S100 peuvent étre essentielles dans la
régulation de leur activité. L'oxydation modérée de la cystéine est réversible dans les systéemes
biologiques, alors que les oxydants puissants peuvent modifier de facon irréversible cet acide aminé
[543], comme pour HMGB1. Ainsi, en plus du type et de la quantité de DAMP, I'état redox pourrait
influencer les fonctions des DAMP au sein du systéme immunitaire [542].

Différentes hypotheses portent sur la source initiale de HMGB1. Dans le cadre de |'obésité, le tissu
adipeux serait une source importante de HMGB1. Au cours du développement de 'obésité et avant
I'installation de I'inflammation, on observe un fort taux de lipides et d’acides gras libres, au niveau du
tissu adipeux qui induirait la production de facteurs inflammatoires et de DAMP par les pré-
adipocytes [544,545]. Le développement du tissu adipeux s’accompagne d’une augmentation de la
nécrose de ce méme tissu adipeux, ce phénomene pourrait constituer la source initiale de HMGB1
[546]. HMGB1 serait également au centre d’une boucle d’activation rétroactive, dans lequel la
production active de HMGB1 par les pré-adipocytes agirait de maniere autocrine, et induirait la
production de cytokines inflammatoires mais également de HMGB1. HMGB1 agirait également de
maniére paracrine en activant les cellules voisines et les cellules immunitaires résidantes. On sait que
HMGB1 est exprimé de facon active par les macrophages. HMGB1 pourrait étre ainsi celui qui initie
et maintient l'inflammation au sein du tissu adipeux. Cela réconforte I'idée que I'inflammation au
sein du tissu adipeux serait la cause de I’entrée de cellules immunitaires. Ce mécanisme d’action peut
étre étendu a I'ensemble des tissus touchés dans les cas de maladies inflammatoires chroniques.
D'ailleurs, comme HMGB1 peut se retrouver dans le sang, cette inflammation peut ensuite toucher
I’ensemble des tissus du corps.

Ces cytokines inflammatoires induites suite a la stimulation par HMGB1 seraient responsables
également de l'installation du diabete. Le taux de HMGB1 dans le sang est corrélé avec 'obésité
[467] et la présence de cytokines inflammatoires dans le sang [465]. De plus, il est plus présent chez
les personnes non-obéses et atteintes de diabéte que chez les personnes saines [465]. Ce taux de
HMGB1 dans le sang est encore plus élevé dans le cas ol les patients sont obéses et diabétiques.
Cela montre bien que HMGB1 est lié aux pathologies associées a I'obésité comme le diabéte et plus
généralement associées aux maladies inflammatoires.

Ce mécanisme d’action moléculaire et cellulaire observé pour HMGB1 peut étre étendu a une grande
partie des DAMP. Les DAMP seraient ainsi les molécules responsables du maintien de I'inflammation
dans les maladies inflammatoires chroniques. Dans une balance entre molécules et cellules pro-
inflammatoires et anti-inflammatoires, les DAMP feraient pencher la balance en faveur des pro-
inflammatoires.

Les DAMP sont souvent associés a I'augmentation de I'inflammation. Néanmoins, I'action des DAMP
sur l'inflammation est souvent beaucoup plus complexe. Certains DAMP dans des conditions
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particuliéres ne possédent pas d’activité pro-inflammatoire, comme par exemple HMGB1 ou S100
oxydés qui n’ont plus d’activité pro-inflammatoire. De méme dans la capacité de réparation tissulaire
liée au DAMP, cette fonction est beaucoup plus complexe. Comme par exemple pour HMGB1, ou une
forte production est délétere alors qu’une production plus modérée entraine une meilleure
réparation du tissu.

L’interaction entre PAMP et DAMP dans leur capacité a moduler I'inflammation.

Comprendre le mécanisme de régulation de ces DAMP via leurs interactions avec des PAMP est
essentiel pour I'étude de leurs fonctions. Les phénoménes d’interaction entre PAMP et DAMP sont
essentiels dans la réponse immunitaire. Elle permet une réponse plus importante des les premiers
stades d’une éventuelle infection, avant méme une multiplication du pathogéne. Il est trés souvent
décrit une action synergique du complexe DAMP/PAMP, qui induirait une réponse inflammatoire
plus importante que la simple addition des effets du PAMP et du DAMP. Par exemple, notre étude
ainsi que d’autres études ont montré que HSP60 peut se lier étroitement au LPS et améliorer son
activité biologique. Ni les préparations de HSP60 hautement purifiées ou produites dans notre
expérience dans des bactéries exemptes de LPS inflammatoire, ni le LPS seul a des concentrations
correspondant a celles trouvées dans des préparations HSP60 contaminées ne pourraient induire une
production de cytokines pro-inflammatoires identique aux préparations de HSP60 contaminées
[349,360].

D’un point de vue pratique, la production de ces DAMP recombinants se fait généralement dans les
bactéries E. coli. Le fait que la plupart de ces DAMP produits en bactéries active les récepteurs TLR2
et TLR4, initialement décrits comme des capteurs de molécules microbiennes telles que le LPS et les
lipoprotéines, permet de se poser des questions. L'objectif est alors de savoir si les contaminations
microbiennes sont responsables en partie ou en totalité de I'activité inflammatoire et biologique des
DAMP. Cela souligne combien il est crucial de travailler avec des préparations de DAMP qui sont
totalement exemptes de contaminants microbiens afin de comprendre le role exclusif de ces DAMP
dans les nombreux processus cellulaires dans lesquels ils sont impliqués.

Nous avons montré clairement les biais qui peuvent exister dans les méthodes de production de
DAMP, surtout leur capacité a interagir avec des PAMP. Nous avons vu que les bactéries utilisées
étaient une source importante de PAMP, et que les DAMP produits pouvaient interagir avec une
affinité plus ou moins forte avec les PAMP, cette interaction est ainsi fortement favorisée dans ce
contexte de production de protéines. Notre étude et de nombreuses autres études ont montré que
I'activité inflammatoire attribuée a certains DAMP était en fait due a des contaminations par des
protéines, comme les HSP [349]. D’ailleurs, d’autres DAMP sont aujourd’hui en cours d’investigation
sur ces problemes de contamination. HMGB1 est par exemple aujourd’hui de plus en plus critiqué
pour sa capacité inflammatoire intrinseque [547].

Différents tests mettent en avant I'absence de contamination par du LPS comme la polymyxine B. Ce
test est basé sur une forte affinité entre le LPS et la polymyxine B qui permettrait de séparer LPS de
la protéine recombinante. Il n’est toutefois pas impossible d’imaginer que I'affinité entre le LPS et la
protéine soit plus forte s’opposant ainsi au déplacement du LPS vers la polymyxine B. Une autre
technique est le dosage de LPS via le test LAL assay, la encore la présence de protéines possédant
une affinité pour le LPS induit une sous-estimation du taux réel de contaminant par du LPS.
Néanmoins, comme souvent les DAMP agissent de fagon synergique avec les contaminants cela
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entraine une réponse inflammatoire méme avec de faibles taux de LPS contaminants. De plus
certaines protéines peuvent entrer en interaction avec du LPS avec plus ou moins de grande affinité,
et les contaminations par du LPS seront ainsi trés problématiques. Il est ainsi intéressant de prendre
en compte cette nouvelle technique de production de protéines recombinantes en bactérie ClearColi.
Chez ces bactéries, le LPS produit est pourvu du lipide A non-inflammatoire, il perd ainsi son activité
inflammatoire. De ce fait, I'étude de toutes les protéines recombinantes produites dans ce systéeme
éviterait le biais des contaminations par du LPS.

L'utilisation de ClearColi peut cependant étre critiquée sur le fait que seul le LPS est éliminé, mais pas
I’ensemble des autres contaminants possibles, comme I’ADN bactérien, les lipoprotéines, ou encore
les peptidoglycanes. Ainsi pour les protéines ayant une affinité pour ce type de contaminant, le
probléme reste le méme, comme par exemple pour la production de HMGB1.

De plus le probléeme général dans la production de protéines en bactéries, est I'absence de
modification post traductionnelle, rendant souvent des protéines inactives. La principale
modification importante pour les protéines est la présence de pont disulfure. Nous avons mis en
place un nouveau systéeme de production de protéines en bactérie utilisant des enzymes favorisant la
formation de pont disulfure chez les bactéries.

De méme lors d’études sur l'action de certains PAMP, par exemple dans I'étude du LPS il est
nécessaire d’avoir des préparations pures de LPS, car des contaminations de LPS par d’autres
constituants bactériens peuvent poser probleme. Nous avons montré dans notre étude que le LPS de
P.gingivalis présente des propriétés inflammatoires différentes selon le profil de purification du LPS,
et donc que la présence de contaminations influence grandement son activité pro-inflammatoire.

Par ailleurs, il existe des bactéries Gram- qui possédent plusieurs types de LPS a leur surface, et lors
de leurs purifications, ce n’est pas un LPS qui est étudié mais I'ensemble des effets de ces LPS. La
encore en fonction de la structure des LPS, ils auront plus ou moins d’affinité pour les récepteurs, et
donc plus ou moins d’effet inflammatoire. Comme le montre notre expérience de purification de LPS
issue de bactérie E.coli standard ou E.coli ClearColi sur laquelle le LPS a été modifié. Cette
modification du LPS entraine une perte totale d’activité pro-inflammatoire du LPS. De méme pour les
différentes souches de bactéries, celles-ci auront des LPS différents et donc des propriétés
inflammatoires différentes. Nous avons mis en évidence que les LPS issues de souches de bactéries
différentes telles qu’ E.coli et P.gingivalis, ont des propriétés inflammatoires différentes.

Ainsi lors d’études d’interaction entre DAMP et LPS, beaucoup de parameétres peuvent influencer
cette interaction (structure du LPS, contamination, multiple LPS) et ainsi induire un effet amplifié ou
diminué de la propriété inflammatoire.

Nous avons clairement montré que certains DAMP n’ont pas d’activité inflammatoire mais peuvent
acquérir ses propriétés inflammatoires en présence de PAMP, comme dans le cas de HSP60. Au vu de
ce résultat il convient de revoir les activités inflammatoires des autres DAMP connus pour leurs
activités intrinseques de molécule pro-inflammatoire, et ainsi de vérifier leurs activités
inflammatoires avec et sans PAMP. De plus, certaines protéines peuvent ainsi étre classées comme
DAMP lorsqu’elles possedent des propriétés éliciteurs de l'inflammation lorsqu’elles sont en
présence de PAMP.
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Les récepteurs impliqués dans la reconnaissance des PAMP et DAMP.

La reconnaissance des PAMP et DAMP par les cellules du systeme immunitaire est trés importante
pour permettre la défense de I'organisme. Beaucoup de PRR sont aujourd’hui décrits, ils sont tres
étudiés et classés en plusieurs catégories. lls peuvent étre définis en fonction de leur localisation
cellulaire ou de leur famille protéiques. On ne comprend pas bien pourquoi, malgré I'hétérogénéité
structurelle des DAMP et des PAMP, ils partagent la capacité de lier et d'activer les mémes PRR,
souvent TLR2, TLR4 et RAGE, pour déclencher une réponse immunitaire [12]. Un méme récepteur
peut ainsi interagir avec une multitude de ligands.

La réciproque est également valide, il est décrit qu'un méme DAMP peut interagir avec différents
types de PRR. C’est le cas de HMGB1 capable d’interagir avec une grande variété de récepteurs. Les
principaux récepteurs connus pour HMGB1 sont TLR4, TLR2 et RAGE. De plus du fait de sa capacité a
interagir avec certains PAMP, il peut se lier a d’autres récepteurs comme a TLR9 lorsqu’il est associé
a de I'ADN. Le revers de cette capacité d’interaction avec de nombreux PAMP est la présence de
contaminant dans les préparations pouvant induire I'activation d’un récepteur a cause justement de
ce contaminant et non pas de HMGB1 lui-méme. La protéine HMGB1 que nous avons produite dans
des E. coli interagit avec récepteur RAGE mais pas avec les récepteurs TLR2 et TLR4. Ceci conforte
I'idée que notre protéine ne comporte pas de contaminant bactérien. De plus cela appuie I'idée que
le récepteur préférentiel de HMGB1 est bien RAGE et non pas les TLR, qui seraient eux activés que
lorsque HMGB1 est complexé avec un PAMP. Ces PAMP seraient donc a 'origine de la capacité de
HMGB1 a interagir avec d’autres récepteurs. Ceci est en concordance avec la critique concernant la
capacité inflammatoire de HMGB1 [547]. Cette hypothése peut s’appliquer également a d’autres
DAMP.

Sur I'ensemble des PRR, nous nous sommes intéressés plus particulierement a une protéine de la
famille des CLR, CD93. Nous avons étudié plus précisément sa fonction de récepteur. Nous avons
montré que le CTLD était un domaine important impliqué dans I’activité réceptrice de CD93. Grace a
son CTLD, CD93 est capable d’interagir avec des PAMP comme le LPS, 'ADN bactérien et les CpG
ODN. CD93 existe sous forme membranaire et sous forme soluble. Nous avons montré que la forme
soluble de CTLD était capable d’interagir avec le LPS et de jouer un rdole antagoniste du LPS. Nous
avons également déterminé que la forme soluble et membranaire de CD93 est capable d’interagir
avec I’ADN bactérien et les CpG ODN. La forme membranaire agit comme récepteur de I’ADN
bactérien ou de CpG ODN et induit la production de cytokines inflammatoires. CD93 est également
capable d’interagir avec les DAMP comme HMGB1 et HSP60. Il serait ainsi possible que CD93
reconnaisse ces PAMP et DAMP sous forme de complexes, par exemple les complexes HMGB1/LPS
ou HSP60/LPS. Nous avons décrit principalement ces interactions dans un modeéle moléculaire et non
physiologique. Il convient de définir plus précisément I'aspect physiologique et biologique de ces
interactions surtout au niveau de la réponse immunitaire inflammatoire.

La régulation du systeme immunitaire est trés importante car une sur-activation de la réponse
immunitaire inflammatoire ou un maintien de cette réponse au fil du temps peut entrainer des
maladies inflammatoires chroniques. Un des mécanismes possibles pour limiter cela est de générer
des formes solubles du méme PRR impliqué dans I'activation de la cellule, a travers la sécrétion ou le
clivage de ce récepteur. Cette activité a été décrit pour de nombreux PRR dont les plus connus sont
les TLR et RAGE [20,548]. Nous pouvons émettre I’hypothése que CD93 utilise le méme mécanisme.
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Lorsque CD93 reste au niveau de la membrane, il peut agir en tant que récepteur pour les PAMP et
DAMP et induire une voie d’activation pro-inflammatoire. Lorsque le CD93 est soluble, il est un
antagoniste de la forme membranaire, et il agit donc comme anti-inflammatoire. Cette activité anti-
inflammatoire avait également été décrite pour un membre de sa famille, la TM qui est régulée la
aussi par le CTLD de TM [424]. Ce mécanisme est également démontré pour le récepteur RAGE, qui
peut étre libéré (sRAGE) et jouer I'activité antagoniste de son récepteur RAGE membranaire [20].
Donc, nous proposons ici un nouveau role de CD93 comme récepteur pour les DAMP et PAMP. CD93
serait capable de moduler la réponse inflammatoire, en stimulant la production de cytokine lorsqu’il
est membranaire, ou agissant comme antagoniste lorsqu’il est soluble.

On peut néanmoins critiquer cette hypothése sur le fait que nous n’utilisons que le domaine CTLD de
CD93 et non pas l'ensemble de la protéine. Cette activité antagoniste peut-étre ainsi due
uniquement au domaine CTLD alors que la protéine sCD93 entiere pourrait avoir des effets pro- ou
anti-inflammatoires. C’'est ce que nous observons avec HMGB1 qui lorsqu’elle est integre possede un
effet pro-inflammatoire alors que le domaine Box-A seul possede un effet antagoniste [230].

Pour résumer, notre étude suggére que le CTLD de CD93 se comporte comme une molécule piege
dans sa capacité a séquestrer les DAMP et les PAMP, d'une maniére qui rappelle particulierement
sTM et sRAGE (Figure 29).
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VI. Conclusion et perspective

L’activation du systeme immunitaire conduit a la mise en place d’un mécanisme inflammatoire.
L'inflammation peut étre déclenchée par une grande variété de signaux. Elle peut étre induite par
des « signaux de dommage » ou DAMP provenant des cellules du soi comme dans les cellules
endommagées. Cette inflammation est dite "stérile". L'inflammation peut également étre induite par
le non soi c'est-a-dire par des «signaux pathogéniques » ou PAMP qui sont des motifs conservés,
exprimés par les micro-organismes pathogenes.

Les PAMP correspondent a I'ensemble des motifs moléculaires présents chez les micro-organismes
pathogenes. Chaque constituant d’'un pathogéene, ADN, glycoprotéines ou encore lipoprotéines, peut
étre considéré comme PAMP. Il existe ainsi une trés grande variété de PAMP possédant différents
motifs qui induisent différents types de réponses. Ainsi, en fonction du type de pathogene reconnu,
on observe une activation différentielle des cellules infectées et la mise en place d’une réponse
inflammatoire en adéquation avec le type de pathogene, par exemple une réponse antivirale avec la
production d’interféron. Toutefois certains motifs n’induisent pas de réaction immunitaire, c’est par
exemple le cas du LPS issu des bactéries de ClearColi. Il existe également des différences de
reconnaissance de ces PAMP en fonction de I'espéce étudiée. En fonction de I'espece de bactéries on
aura ou non une réponse inflammatoire. C'est ainsi que le LPS de P. gingivalis n’induit aucune
réponse inflammatoire.

Cette action différentielle des PAMP selon leur origine, structure et espece, jouerait un role tres
important dans I'étude des maladies inflammatoires chroniques causées initialement par une
infection et un maintien du pathogéne ou du PAMP dans I'organisme. Il conviendrait ainsi d’analyser
des corrélations entre une maladie inflammatoire et les pathogenes ou PAMP associés chez des
patients.

Les DAMP sont des molécules du soi présentes dans nos cellules ou ils assurent leurs fonctions
propres et restent inaccessibles pour des cellules immunitaires. Lorsqu’ils se retrouvent en dehors de
la cellule, ils activent le systeme immunitaire, c’est le cas par exemple de HMGB1. Selon le mode de
libération des DAMP (actif/apoptose ou passif/nécrose) la réponse du systéme immunitaire peut étre
différente. En plus de leur fonction d’activation du systeme immunitaire, ils ont également une
fonction de réparation tissulaire. Les DAMP vont ainsi permettre de recruter et d’activer aussi bien
les cellules immunitaires, que les cellules de réparation.

Pour permettre toutes ces fonctions des DAMP, il est important de bien réguler leurs activités. Une
mauvaise régulation de I'activité de ces DAMP est souvent la cause de maladies inflammatoires
chroniques. Cette régulation peut passer par différents mécanismes, comme la mise en place de
modification post traductionnelle pour permettre la libération active. En dehors des cellules, la
régulation des différentes fonctions des DAMP est également importante. Un mécanisme de
régulation décrit est la modulation de I'oxydation des DAMP par exemple sur les résidus cystéines,
rendant le DAMP actif ou inactif. Ce phénoméne d’oxydation est également retrouvé dans les cas
d’apoptose pour réguler la fonction des DAMP dans le cas de mort cellulaire programmeée et ainsi
éviter I'activation du systéme immunitaire. Dans le cas de I'apoptose, on observe également une
séquestration des DAMP pour éviter leurs libérations. Cette régulation en dehors de la cellule peut
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passer également par l'interaction avec d’autres protéines qui vont induire une augmentation ou une
diminution de ses propriétés inflammatoires, comme HMGB1.

Cette capacité d’interaction est justement I'une des propriétés des DAMP, qui est capable de se lier a
un PAMP et d’induire un effet synergique sur la réponse inflammatoire. Certains DAMP n’ont pas
d’effet pro-inflammatoire intrinséque, ils acquierent cette fonction lorsqu’ils lient un PAMP, c’est le
cas de HSP60. Cet effet synergique est trés important pour I’élimination des pathogenes. Une
infection entrainera souvent I'attaque des cellules qui, suite a cette attaque, libéreront des DAMP.
Ces derniers pourront alors reconnaitre les PAMP présents, induisant une réponse immunitaire plus
rapide et plus intense, qu’en présence du PAMP seul. L’ensemble de ces processus permet la mise en
place d’'une réponse immunitaire des les premiers stades de l'infection. Cette interaction entre
DAMP et PAMP est également la cause de maladies inflammatoires chroniques, par la mise en place
d’une immunité innée contre le DAMP qui était a I'origine dirigée contre la PAMP.

Les récepteurs jouent également un role dans I'action synergique de l'interaction entre PAMP et
DAMP. Le complexe DAMP/PAMP peut se lier au récepteur de I'un comme de I'autre. En prenant en
considération cela, lorsqu’on veut étudier le mécanisme d’action d’un DAMP ou d’'un PAMP il est
important de travailler avec des protéines dont la pureté est assurée. En effet, certains DAMP sont
connus pour n’avoir aucune activité inflammatoire. Donc si une réponse inflammatoire était
observée en présence de ce DAMP, il faudrait se poser la question d’'une éventuelle contamination
par un PAMP. C'est ce que nous avons observé pour HSP60.

Il serait curieux de revoir I'ensemble des DAMP pour leur propriété inflammatoire intrinseque et leur
capacité d’interaction et de modulation de I'inflammation avec certain PAMP. Ceci laisse ainsi encore
un énorme champ d’investigation pour I'étude de ces interactions, sans compter I'implication de
leurs récepteurs, et leurs effets sur le systéme immunitaire qui peuvent étre extrémement varié.

Des récepteurs de I'immunité ont été décrits mais leur role précis est encore inconnu. C’est le cas de
CD93 qui, comme nous I'avons montré, pourrait étre un potentiel récepteur pour les PAMP et DAMP.
CD93 est capable d’interagir avec des PAMP tels que le LPS, I’ADN bactérien ou encore les CpG ODN.
La forme soluble du domaine CTLD de CD93 a des effets antagonistes sur le LPS, alors que la forme
membranaire de CD93 agit comme amplificateur de I'activité pro-inflammatoire de ’ADN bactérien
et du CpG ODN. En plus des PAMP, CD93 est capable d’interagir avec les DAMP comme HMGB1 ou
HSP60. Les récepteurs TLR2, TLR4 et RAGE peuvent lier différents DAMP ou PAMP, par analogie CD93
pourrait étre également un récepteur multi-ligands.

Il serait intéressant d’analyser le profil d’expression de CD93 en fonction des cellules, car il est décrit
que les cellules endothéliales possédent une grande quantité de CD93 a leur surface. Ce CD93
pourrait ainsi servir de senseur pour tous types d’agression aussi bien infectieuses par la
reconnaissance des PAMP, que traumatiques par la reconnaissance des DAMP. Il serait intéressant
également d’analyser CD93 complexé a d’éventuel DAMP ou PAMP dans les maladies inflammatoires
chroniques.
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Annexe: Autre article issu de mon travail.

Au cours de ma these j’ai également participé a I’élaboration d’un article en association avec I'équipe
de PIMIT. Au cours de cette étude j'ai été appelé pour ma maitrise de la technique de cytométrie en
flux. L’article est intitulé : « The South Pacific epidemic strain of Zika virus replicates efficiently in
human epithelial A549 cells leading to IFN-B production and apoptosis induction ».
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Zika virus (ZIKV) is an emerging flavivirus since the first epidemics in South Pacific in 2007. The recent finding that ZIKV is
now circulating in Western Hemisphere and can be associated to severe humandiseases, warrants the need for its study. Here
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the expression of pro-inflammatory cytokines such as IL—1B, and transcriptional activity of IFIT genes. At the maximum of
virus progeny production, ZIKV triggers mitochondrial apoptosis through activation of caspases-3 and -9. Whereas at early
infection times, the rapid release of IFN-B which exerts an antiviral effect against ZIKV might delay apoptosis in infected

&2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The mosquito-borne Zika virus (ZIKV) is a newly emerging arbovirus that
belongs to the flavivirus genus of the Flaviviridae family. Mosquito Aedes
(Ae.) species with mainly Ae.aegypti are the vectors of ZIKV transmission
(Li et al., 2012; Wong et al., 2013). Serological evidence points to a
widespread distribution of epi-zoonotic ZIKV in the northern half of the
African continent, as well as in many countries in South-East Asia (Alera et
al., 2015; Berthetet al., 2014;Buathong et al., 2015;Diallo et al., 2014;Grard et
al.,2014;Hayes, 2009). For decades, human ZIKV infections haveremained
sporadic till 2007 when a large outbreak of ZIKA fever was reported on Yap
Island (Micronesia) (Duffy et al., 2009). ZIKV
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has recently gained a medical importance following the large-scale epidemics
in the South Pacific especially in French Polynesia in 2013 (Hancock et al.,
2014). The expansion of ZIKV in the South and Central America has been
recently documented emphasizing the remarkable capacity of ZIKV to spread
to non-endemic regions worldwide (Campos et al., 2015; Enfissi et al., 2016;
Zanluca et al.,2015). Classically, human disease known as Zika fever is
character-ized by fever, maculopapular rash, headache, conjunctivitis,
arthralgia and myalgia. Evidence of perinatal transmission of ZIKV has been
initially documented during 2013/14 epidemic of ZIKV in French Polynesia
(Besnard et al., 2014). High incidence of congenital microcephaly has been
recently associated to ZIKV in Brazil (Dyer,2015). Neurological
complications such as Guillain-Barré syndromewere also documented during
the major outbreak of ZIKV in French Polynesia (Oehler et al., 2014). No
strategies for disease control are available to date. The finding that ZIKV is
newly emerging has
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highlighted the need for an in-depth characterization of circulating strains
responsible for the epidemics of Zika fever.

The purpose of our study was to improve our knowledge on the replication of
ZIKV in human cells and the host-cell responses to viral infection. The
clinical isolate PF-25013-18 of ZIKV was iso-lated from a patient during the
epidemic of Zika fever in French Polynesia in 2013. Recently, Hamel et al.
(2015)reported that primary human fibroblasts and immature dendritic cells
are per-missive to the PF-25013-18 strain of ZIKV. The enhanced expres-sion
of pattern recognition receptors RIG-l, MDA5 and TLR3 as well as
Interferon-Stimulated Genes (1ISGs) OAS2, ISG15 and MX1, were detected in
human fibroblasts infected with ZIKV. Also, expression of pro-inflammatory
cytokines such as IL-1 was induced by ZIKV. Lastly, the efficiency of
ZIKV growth was associated with the induction of autophagy in human
fibroblasts. Flaviviruses have been shown to infect epithelial cells (Suthar et
al.,, 2012; Umareddyet al., 2007)and the permissiveness of human lung
epithelial A549cells to ZIKV has been recently reported (Hamel et al., 2015).
In the
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present study, we evaluated the ability of ZIKV strain PF-25013-18 to
replicate in A549 cells. The growth of ZIKV strain in A549 cells was highly
efficient and stimulated the production of Type-I interferons (IFNs), ISGs,
and pro-inflammatory cytokines. Impor-tantly, we showed that ZIKV
replication resulted in a rather delayed mitochondrial apoptosis in human
epithelial cells.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and antibodies

Recombinant interferon-B (IFN-B) and TNF-a were purchased from
Peprotech. The pan-caspase inhibitor, Z-VAD-fmk was pur-chased from
Promega. The autophagy inhibitor 3-methyladenine (3-MA), the autophagy
inducer rapamycin and the anti-B-tubulin antibody TUB 2.1 were purchased
from Sigma-Aldrich. Anti-pan flavivirus E monoclonal antibody 4G2 was
purchased from RD

- . - o

Mock

¢ 20 7 ¢ 2007
'(| : f\ I

5l /\ g " 1 \ 2IKV gl %1 . ZIKV
= { l = ‘ ' | 406 El ! [\ 402
S| 200 = ! - ! , ' -1 { [ \ ' |
- ! — L Rl [
3 | 3 | A3 | A

- ) | o l / ‘\ . f \ o \

)| \ ] ' \\ \ 1 | \/A,AJ |\

"

{ | 1 ) / \ ) |
! / \ \“’\/ \ | ] / \
j """14""1 e e [ o T "“TJ' gy vewry """" v e 4o | ""’1"""\’|

K

4 T,
)

_————e
ZIKV (E) ZIKV (E) ZIKV (E)
Fig. 1.Replication ZIKV strain PF-25013-18 in A549 cells. A549 cells were infected 24 h and 48 h with ZIKV strain PF-25013-18 at MOI of 5 or mock-infected. In (A), cells wereimmunostained
with anti-dsRNA antibody J2 (dsRNA) or anti-pan flavivirus E protein monoclonal antibody 4G2 [ZIKV (E)]. Nuclei were stained with DAPI. In (B), expression of ZIKV E protein was analyzed by
flow cytometry assay using 4G2 antibody. Percentages of positive cells were gated. Data are representative of three individual experiments.
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Biotech, anti-dsSRNA J2-1104 antibody was purchased from English &
Scientific Consulting Kft, anti-cleaved form of Caspase-3 anti-body D3E9,
anti-cleaved form of Caspase-9 antibody D2D4 and rabbit anti-LC3B
antibody were purchased from Cell Signal Tech-nology. Anti-PARP p85
Fragment antibody was purchased from Promega. Goat anti-mouse Alexa
Fluor 488 1gG (HpL) and donkey anti-rabbit Alexa Fluor 594 IgG (HpL)
antibody were purchased from Invitrogen. Anti-rabbit immunoglobulin-
horseradish  perox-idase and anti-mouse immunoglobulin-horseradish
peroxidase conjugates antibodies were purchased from Vector Labs.

2.2. Virus and cell lines

The clinical isolate PF-25013-18 of ZIKV has been previously described
(Hamel et al., 2015). In this study, ZIKV was amplified in Vero cells (ATCC,
CCL-81) and stored at 80 °C. Human lung epithelial A549 (ATCC, CCL-185)
and Vero cells were cultured at 37 °C under a 5% CO, atmosphere at 37 °C in
MEM Eagle medium, supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS) and 2 mmol L-1.-Glutamine, 1 mmol L-1 sodium pyruvate, 100
U mL-1 penicillin, 0.1 mg mL-1 streptomycin and 0.5 mg mL-1 fungizone
(PAN Biotech).

2.3. Plaque-forming assay

For plague-forming assay, Vero cells were seeded in 24-well culture plates.
Tenfold dilutions of virus samples were prepared in duplicate in culture
medium supplemented with 10% heat-inactivated FBS and 0.2 mL of each
dilution was added to the cells. The plates were incubated for 2 h at 37 °C.
Unabsorbed virus was removed after which 0.5 ml of culture medium
supplemented with 0.8% carboxymethylcellulose (CMC) was added to each
well, followed by an incubation at 37 °C for 4 days. The CMC overlay was
removed and the cells were stained with 0.5% crystal violet in 20% ethanol.
Plaques were counted and expressed as plaque-forming units per mL (PFU
mL-1).

2.4. Immunofluorescence assay
A549 cells grown on glass coverslips were fixed and permea-bilized by
immersion in cold absolute ethanol for 10 min, and conserved at 20 °C. Fixed

cells were rehydrated with PBS and blocked with 1% Bovine Serum Albumin
in PBS (PBS-BSA) for
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Fig. 2.Efficient ZIKV growth in A549 cells. A549 cells were infected with ZIKVstrain PF-
25013-18 at MOI of 5. Viral growth was determined by plaque assay on Vero cells. Virus titers
are presented as the mean (7SEM) from three independent experiments.

30 min. Coverslips were incubated 1 h with primary antibodies (1:200) in
PBS-BSA and then 30 min with the secondary antibodies (1:500). Goat anti-
mouse Alexa Fluor 488 1gG and donkey anti-rabbit Alexa Fluor 594 1gG were
used as secondary antibodies. Nucleus morphology was revealed by DAPI
staining. Coverslips were mounted in Vectashield (Vector Labs), and
fluorescence was observed using a Nikon Eclipse E2000-U microscope.
Images were obtained using a Hamamatsu ORCA-ER camera and the
imaging software NIS-Element AR (Nikon).

2.5. Flow cytometry assay

A549 cells were grown on 100-mm Petri dishes. About 106 cells were
harvested and fixed with 3.7% formaldehyde in PBS for 20 min. Fixed cells
were permeabilized with cold absolute ethanol for 5 min and then blocked
with PBS-BSA for 10 min. Cells were stained with primary mouse antibodies
(1:200) for 20 min and then with goat anti-mouse Alexa Fluor 488 IgG
(1:500) for 20 min. Cells were subjected to a flow cytometric analysis using
FACScan flow cytometer (Becton Dickinson). Results were analyzed
withFlowJo software.

2.6. MTT assay

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl] 2,5-diphenyltetrazolium bromide) at 5 mg
mL-1 was added on A549 cells cultured in a 96-well plate at a density of 5000
cells per well. Following 1 h incu-bation, MTT medium was removed and the
insoluble formazan was solubilized with 100 mL of DMSO. Absorbance of
converted dye was measured at 570 nm with a background subtraction at 690
nm.

2.7. Western blotting

Cell lysates were performed in RIPA lysis buffer. All subsequent step of
immunoblotting was performed as described (Nativel et al.,2013;Viranaicken
et al., 2011). Primary antibodies were used at1:500 dilutions. Anti-rabbit
immunoglobulin-horseradish perox-idase and anti-mouse immunoglobulin-
horseradish peroxidase conjugates were used as secondary antibody (dilution
1:2000). Blots were revealed with ECL detection reagents.

2.8. RT-gPCR

A549 cells were seeded at 3 105 cells in 60-mm Petri dishes. Total RNA was
extracted with Trizol Reagent (Life Technologies) according to the
manufacturer's instructions. RT-gPCR was per-formed using M-MLV
Reverse Transcriptase and the GoTaqs gPCR Master Mix (Promega). All
steps were conducted according to manufacturer's instructions. The qPCR
data sets were analyzed using the Ct method (Livak and Schmittgen, 2001)
and the results were normalized to Human Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), which was used as internal control. The primers
used in this study are listed in Supplemental table S1.

2.9. Cytokine quantification

A549 cells were plated in24-well
25 10"

plates at a density of
fi 8
cation of secreted IL-6 and IL-s

Ready-SET-Go!

cells per well. Quanti
was performed using the ELISA Kits
(e-Bioscience) according to the manufacturer's protocols.

2.10. IFN reporter cells

The HEK-Blue™ IFN-a/f3 cell line (InvivoGen) was used for the detection of
bioactive IFN-[3. Cells seeded in 96-well plates at a density
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Fig. 3.ZIKV stimulates 1SGs but not autophagy. A549 cells were infected with ZIKV at MOI of 5. In (A), left, cells were treated with 3-MA (5 mmol Ll) or 1 mmol Llrapamycin two hours after
virus exposure or mock-treated (DMSO). Viral progeny production was determined at 24 h post-infection. Results are the mean (7SEM) from three independent experiments. Right, cell extracts were
analyzed with anti-LC3B I/11 antibody or 4G2 antibody. Antibody against B-tubulin served as protein loading control. As a positive control, cells were treated 24 h with 50 mmol L-1 chloroquine
(CLQ) which served as a potent inducer of autophagy. In (B), mMRNA levels of I1SG 54 and 56 (left) or IRF-3 and IRF-7 (right) were quantified over time by RT-qPCR. Results are expressed as the
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of 104 cells per well were incubated with UV-inactivated cell super-natants.
The IFN/SEAP activity was evaluated using the substrate Quanti-blue
according to the manufacturer’s recommendations.

2.11. Caspase-3/7 activity

A549 cells were cultured in a 96-well plate at a density of 5 103 cells per
well. Caspase-3/7 activity in crude cell lysates was measured using Caspase

Glo® 3/7 Assay Kit (Promega) according to the manufacturer’s protocols.
Caspase activity was quantified by luminescence using a FLUOstar Omega
Microplate Reader (BMG LABTECH).

2.12. Measurement of ROS

Intracellular reactive oxygen species (ROS) level was measured usin% CM-
HoDCFDA dye (Molecular Probes). For total ROS detec-tion, 1 10~ cells

were stained with 10 mmol L-1 CM-H>DCFDA in phenol red-free media for
45 min at 37 °C in the dark. Mitochon-drial ROS were detected using the

MitoSOX Red probe (Molecular Probes). For MitoSOX staining, 1 106 cells
were stained with 5 mmol L-1 dye in phenol red free HBSS with Ca2 and
Mg (PAN

Biotech) for 45 min at 37 °C in the dark. Cells were then harvested, fixed with
3.7% formaldehyde for 20 min and subjected to a flowcytometric analysis
using FACScan flow cytometer.

2.13. Statistical analysis

All values are expressed as mean7SEM of at least of 3 indepen-dent
experiments. RT-qPCR statistical analysis was carried out by Student’s t-test.
For other experiments, comparisons between dif-ferent treatments have been
analyzed by a one-way ANOVA test. Values of po0.05 were considered
statistically significant for a post-hoc Tukey's test. All statistical tests were
done using the software Graph-Pad Prism version 5.01. Degrees of
significance are indicated in the as follow: *p00.05; **p00.01; ***p00.001,
n.s¥anot significant.

3. Results and discussion
3.1. ZIKV replicates efficiently in A549 cells

To evaluate the susceptibility of A549 cells to ZIKV strain PF-25013-18,
cells were infected at a multiplicity of infection (MOI) of
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Fig. 4.ZIKV infection induces cytokine expression in A549 cells. A549 cells wereinfected with
ZIKV at MOI of 5. In (A), total RNA were extracted at 24 h and 48 h post-infection and
analyzed for the expression of cytokine mMRNA by RT-qPCR. Results are expressed as the fold
induction of transcripts in ZIKV-infected cells relative to those in mock-infected cells. Results
are the mean (7SEM) from four independent experiments performed in triplicates. For each
time point, p-values were determined based on the comparison with mock-infected cells. In (B),
ELISA kits for the measure of IL-6 or IL-8 production were assessed on the supernatants of
infected or mock-infected cells at different times post-infection. As a positive control, cells
incubated 24 h with 10 ng mL-1 of TNF-a released 1 ng mL-1 of IL-6 or IL-8. Results are the
mean (7SEM) from three independent experiments per-formed in triplicates. Statistical values
are indicated.

5 PFU/cell and viral growth was first analyzed by immuno-fluorescence (IF)
analysis using anti-dsRNA J2 antibody or anti-pan flavivirus E protein mAb
4G2 (Fig. 1A). Subcellular distribution ofboth viral RNA and the envelope E
protein was detected in A549 cells at 24 h and 48 h post-infection. By flow
cytometry analysis using mAb 4G2, the percentage of infected cells reached
the 50% within the 48 h of infection (Fig. 1B). The progeny virus production
was measured using a standard plaque-forming assay on Vero cells (Fig. 2).
The Kkinetic of ZIKV growth in A549 cells showed that virus titers
significantly increased between 12 h and 18 h post-infection to reach a plateau
at almost 7 log PFU mL-1 within the 48 h of infection. Such results showed
that the growth of ZIKV strain PF-25013-18 was highly efficient in A549
cells.

3.2. ZIKV infection induces IFIT genes expression but not autophagy

Autophagy is a lysosomal degradation pathway that is impli-cated in
flavivirus infection, although its role still remains dis-cussed (Heaton and
Randall, 2011; Lee et al., 2008; Martin-Acebeset al., 2015). It has been
suggested that autophagy may promoteZIKYV replication through restriction of
antiviral innate immune response (Hamel et al., 2015). To determine whether
ZIKV

infection involved autophagy in A549 cells, infected cells were treated with
the autophagy inhibitor 3-methyladenine (3-MA) and the autophagy inducer
rapamycin (Fig. 3A, left). We verified that both drugs were efficient in the
control of autophagy in A549 cells (Fig. S1). At 24 h post-infection, no
significant change was observed in the growth of ZIKV in A549 cells
incubated either with 3-MA or rapamycin when compared with the vehicle
control. To confirm the absence of autophagy in A549 cells infected with
ZIKV, immunoblot analysis was performed on endogenous microtubule-
associated protein light chains LC3-1 and LC3-11, the latter being considered
as a marker for autophagosomes and their accumula-tion (Mizushima and
Yoshimori, 2007; Tanida et al., 2008) (Fig. 3A, right). LC3 immunoblotting
detected no obvious change in the amounts of LC3-I1 in ZIKV-infected A549
cells when compared with mock-infected cells. These results provided no
evidence that autophagy might play a role in the efficiency of ZIKV growth in
Ab49 cells.

There is mounting evidence that the interferon-induced pro-teins with
tetratricopeptide repeats (IFIT) exert antiviral effects against flaviviruses
(Daffis et al., 2010; Kimura et al., 2013). Given that dengue virus induced
expression of IFIT in A549 cells (Hsu etal., 2013),we investigated whether
ZIKV infection stimulates thetranscriptional activity of IFIT family genes in
these cells. At 18 h post-infection, RT-gPCR analysis showed that ZIKV
infection sti-mulated both ISG56/IFIT1 and ISG54/IFIT2 genes and the
amounts of transcripts increased during the time course of infection (Fig. 3B,
left). There was a 200-fold increase in the amounts of ISG56/IFIT1 and
ISG54/IFIT2 transcripts at 48 h post-infection when compared with mock-
infected cells.

The interferon regulatory factors (IRF) 3 and 7 can drive the expression of
both ISG56/IFIT1 and ISG54/IFIT2 genes (Barnes et al.,2004;Honda et al.,
2005;Sato et al., 2000). Transcriptional activityof IRF-7 was detected in
primary human skin fibroblasts infected by ZIKV (Hamel et al., 2015). RT-
gPCR analysis was performed to determine whether ZIKV infection
stimulates the transcription of both IRF-3 and IRF-7 genes in A549 cells (Fig.
3B, right). There was a 15-fold increase in the amounts of IRF-3 and IRF-7
transcripts at 24 h and 48 h post-infection. Thus, the transcription of IRF-3
and IRF-7 genes as well as ISG56/IFIT1 and ISG54/IFIT2 genes was sig-
nificantly enhanced in response to ZIKV. Together, these results suggested
that antiviral innate immune response can take place in A549 cells infected by
ZIKV.

3.3. ZIKV infection stimulates cytokines expression

Production of pro-inflammatory cytokines was detected in patients infected
with ZIKV (Tappe et al., 2015). Transcriptional activity of pro-inflammatory
IL-183, IL-6 and IL-8 genes was observed in primary human skin fibroblasts
infected by ZIKV (Hamel et al., 2015). We examined whether ZIKV infection
induced expression of IL-6, IL-8, IL-13 and the Monocyte Chemoattractant
Protein-1 (MCP1) in A549 cells. The transcriptional activity of these
cytokines was monitored by RT-gPCR at 24 h and 48 h post-infection (Fig.
4A). The activation of IL-8 gene was significantly detected within the 24 h of
infection whereas transcriptional activity of 1L-6, IL-13 and MCP1 genes
started at 48 h. Quantitative ELISA tests detected the presence of soluble IL-
8, and a lesser extent IL-6, in the supernatants of A549 cells infected 48 h
with ZIKV (Fig. 4B). As already observed in skin fibroblasts, ZIKV infection
leads to production of cytokines in human epithelial cells.

3.4. ZIKV infection leads to secretion of IFN-[3 at early infection times

We next asked whether the ZIKV growth in A549 cells leads to the
production of IFN-[3. Intracellular IFN-3 mRNA was quantified
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Fig. 6.ZIKV infection induces apoptosis in A549 cells. A549 cells were infected with ZIKV at MOI of 5. The cleavage of PARP in ZIKV-infected cells was analyzed byimmunoblot (A) and IF (B)
assays using specific antibody against the 85 kDa-cleaved form of PARP. In (A), immune detection of cleaved form of PARP (cleaved-PARP) in cell extracts from infected (ZIKV) or mock-infected
(Mock) with ZIKV at different times post-infection. As a positive control for cells in apoptotic state, cells were exposed to UV (400 mJ/cm2). The ZIKV E protein was immunoblotted with 4G2
antibody. In (B), immunostaining of cleaved-PARP in cells infected 48 h with ZIKV. The ZIKV E protein was immunostained with 4G2 antibody. Nuclei were stained with DAPI. The data are
representative of three independent experiments.

- ZIKV (E) —

by RT-qPCR at different time-points of infection (Fig. 5A). The 18 h and 24 h post-infection. At 48 h post-infection, there was a 300-fold
transcriptional activity of the IFN-B gene in ZIKV-infected A549 cells was increase in the IFN-B mRNA copy numbers in ZIKV-infected A549 cells

significantly detected as soon as 12 h post-infection. The amounts of IFN-3 when compared with mock-infected cells. To determine whether the IFN-3
mRNA transcripts strongly increased between was biologically active, we used the
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Statistical values are indicated.

reporter HEK-Blue IFN-0/[3 cells system allowing the measure of Type-I IFN
activity (Fig. 5B). The supernatants of ZIKV-infected A549 cells were
collected at different time-points of infection, UV-inactivated and then
analyzed on HEK-Blue IFN-a/ cells con-taining the SEAP reporter gene
under the control of IFN-0/3 inducible ISG54 promoter. The kinetic of SEAP
activity coincided with the accumulation of IFN-B mRNA indicating that the
release of soluble IFN-[ was efficient in ZIKV-infected A549 cells. We noted
that the production of bioactive IFN- correlated with the time course of
virus progeny production together with the induction of ISGs.

We determined whether ZIKV-infected A549 cells were sensi-tive to the
action of IFN-[3. We first verified that IFN-3 has no obvious effect on cell
viability along the course of the treatment (Fig. S2). As shown in Fig. 5C,
IFN-B pretreatment resulted in a dramatic reduction of progeny virus
production at 48 h post-infection when compared with mock-treated ZIKV-
infected cells. Such result confirms that IFN-f3 provides protection against
ZIKV infection when host cells are treated prior infection (Hamel et al.,2015).
There was a lower inhibition of ZIKV growth when IFN-Bwas added at 2 h
post-infection. Thus, antiviral effect of IFN-[3 is greatly attenuated once virus
replication is established inside infected cells. As shown in Fig. 5D, the
viability of ZIKV-infected A549 cells significantly decreased at 48 h post-
infection with a cell survival rate lower than 50% within the 72 h.
Interestingly, cell viability was essentially preserved when IFN-3 was added
2 h post ZIKV exposure though virus progeny production was moderately
reduced. These results suggest that IFN- control of ZIKV replica-tion in
A549 cells can promote cell survival.

3.5. ZIKV infection induces mitochondrial apoptosis

The quantification of ZIKV-induced cell death by measuring the release of
lactate dehydrogenase (LDH) showed that a loss of cell integrity occurred
within the 48 h of infection (Fig. S3). It has been reported that dengue virus
infection causes apoptosis in A549 cells (Hsu et al., 2013). To determine
whether ZIKV induces apoptosis in A549 cells, immunoblot assay was
performed on infected cell lysates using an antibody directed against the 85
kDa-cleaved form of PARP, a hallmark of apoptosis (Fig. 6A). The cleaved
form of PARP was significantly detected in ZIKV-infected cells at 48 h post-
infection. At this time-point of infection, the cleavage of PARP inside the
infected cells was verified by IF analysis (Fig. 6B). These results showed that
ZIKV can trigger apoptosis in A549 cells.

To examine whether mitochondria contribute to apoptosis triggered by ZIKV,
we investigated the activation of caspase-9 that relies on a mitochondrial
permeabilization. At 48 h post-infection, ZIKV-infected A549 cells were
immunostained with an antibody directed against the cleaved form of
caspase-9 (Fig. 7A). Thus ZIKV infection leads to activation of caspase-9
which plays a central role in the mitochondrial pathway of apoptosis (Susin et
al., 1999). We observed that some positive cells for activated caspase-9 were
not detected with the anti-E mAb 4G2. An explanation is that ZIKV E protein
is subjected to a proteolytic degradation in apoptotic cells. An alternative
would be that unidentified extracellular signals contribute to the apoptosis
triggered by ZIKV.

Reactive oxygen species (ROS), which are essential in driving mitochondrial
apoptosis (Fleury et al., 2002), may play a role in apoptosis triggered by
flavivirus (Olagnier et al., 2014).To
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Fig. 8.IFNB-mediated inhibition of caspase-3 activity in ZIKV-infected cells. A549cells were
infected with ZIKV at MOI of 5. In (A), detection of active caspase-3 at 48 h post-infection by
IF analysis using antibody directed against the cleaved form of caspase-3. The ZIKV E protein
was detected with 4G2 antibody. Nuclei were stained with DAPI. In (B), caspase-3/7 activity in
cell extracts infected 48 h with ZIKV was analyzed using the Caspase Glo 3/7 kit. Cells were
incubated with pan-caspase inhibitor ZVAD-fmk (50 mM) or IFN-B (10,000 Ul mL-1) at 2 h
post-infec-tion. The caspase-3/7 activity was determined as a percentage of caspase activity in
ZIKV-infected cells relative to that in mock-infected cells. For each time point, p-values were
determined based on the comparison with mock-infected cells. Sta-tistical values are indicated.

determine whether the ZIKV-mediated apoptosis involves the production of
mitochondrial ROS, ZIKV-infected A549 cells were loaded with the ROS-
sensitive probe MitoSOX for 30 min and cells were processed for analysis
using flow cytometry (Fig. 7B). As a control, the infected cells were probed
with CM-HoDCFDA as a general indicator of the intracellular oxidative
stress. There was a strong increase in the MitoSOX signal from 24 h to 48 h
post-infection suggesting a causal relationship between induction of apoptosis
and accumulation of mitochondrial ROS (Fig. 7B). ROS are tightly regulated
by antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SODs) and catalase
(CAT) (Sena and Chandel, 2012). At 48 h post-infection, there was a marked
increase in the amount of the mitochondrial SOD2 gene transcripts in
response to ZIKV whereas no significant transcriptional activity was observed
with SOD1 or Catalase gene (Fig. 7C). Altogether, these results suggest that
ZIKV infection stimulated the production of mitochondrial ROS in A549
cells at 48 h post-infection leading to an increase in the expression level of
SOD2 concomitantly to induction of apoptosis through activation of caspase-
9.

3.6. IFN-[3 prevents apoptosis in A549 cells infected with ZIKV

Since IFN-3 treatment after ZIKV exposure promoted cell sur-vival (Fig.
5D), we asked whether IFN-3 could prevent the acti-vation of executioner
caspase-3. By IF assay using antibody against the cleaved form of caspase-3,
we showed that ZIKV infection leads to activation of caspase-3 in A549 cells
at 48 h post-infection (Fig. 8A). Using a caspase-3/7 assay kit, we confirmed a
significant increase of caspase-3/7 activity at 48 h post-infection (Fig. 8B). As
a control, pan-caspase inhibitor Z-VAD-fmk inhibited caspase-3 in A549
cells infected with ZIKV. A basal level of caspase 3/7 activity was observed
in A549 cells treated with IFN- 2 h after ZIKV exposure (Fig. 8B). Such
result suggests that IFN-P is able to pre-vent apoptosis in human cells
infected by ZIKV.

4. Conclusion

In the present study, we demonstrated that replication of the ZIKV strain PF-
25013-18 isolated during the epidemic of Zika fever in French Polynesia in
2013 is highly efficient in human epithelial A549 cells with virus progeny
production reaching up to 7 log PFU mL-1 at 48 h post-infection. There was
no evidence that ZIKV infection activates autophagy in A549 cells as it has
been pre-viously observed in human fibroblasts (Hamel et al., 2015). The
efficient growth of ZIKV in A549 cells stimulated the expression of IRF3 and
IRF7 at 24 h post-infection concomitantly to the expres-sion of ISGs such as
IFIT gene family members. The replication of ZIKV in A549 cells also
stimulated the production of IFN-3 and soluble pro-inflammatory cytokines
IL-1B, IL-6 and IL-8, as well as MCP1. It would be worth assessing their role
in the pathogenesis of ZIKV infections in humans (Suthar et al., 2013; Tappe
et al.,2015;Winter et al., 2004).

Both IFN- and viral molecular patterns can induce transcrip-tion of
ISG56/IFIT2 and ISG54/IFIT1 genes belonging to the ISG56 genes family
(Fensterl and Sen, 2011). It has been reported that ISG56/IFIT1 acts as
inhibitor of cellular and viral processes during flavivirus infection and can
form a complex with ISG54/IFIT2which is known to promote apoptosis by a
mitochondrial pathway (Reich, 2013). Transcriptional activity of
ISG56/IFIT2 and ISG54/ IFIT1 genes was detected in A549 cells
concomitantly to the pro-duction of soluble IFN-B in response to ZIKV
infection. In light of the inhibitory effects of both ISG56/IFIT1 and
ISG54/IFIT2 on viral infection, it is urgent to investigate their role in the
pathogenicity of ZIKV in vitro.

For the first time, our data demonstrate that ZIKV infection can trigger
apoptosis through activation of caspases-3 and -9. Induc-tion of apoptosis
occurred at maximum of progeny virus produc-tion and was associated to the
accumulation of mitochondrial ROS. Improved knowledge of the mechanisms
by which ZIKV strain PF-25013-18 activates the mitochondrion-dependent
apoptotic pathway will help to better understand the pathogenic properties of
epidemic ZIKV strains in human cells (Catteau et al., 2004; Courageot et al.,
2003;Ghosh Roy et al., 2014;Martins et al., 2012).We noted that activation of
apoptosis was concomitant to the production of pro-inflammatory cytokines.
Among them, IL-1B3 has been implicated as an extracellular signal in the
initiation of intrinsic apoptotic pathway (Grunnet et al., 2009; Wang et
al.,2005). Whether the release of cytokines such as IL-1Bmight play arole in
apoptosis observed in ZIKV-infected A549 cells is an important issue that
remains to be investigated.

Our data confirmed that IFN-3 exerts a potent antiviral effect against ZIKV
(Hamel et al., 2015). However, addition of IFN-[3 shortly after exposure to
ZIKV has been shown to result in a moderate inhibition of viral growth

indicating that antiviral effect of IFN-B against ZIKV becomes rapidly
attenuated once virus

206




E. Frumence et al. / Virology 493 (2016) 217-226 225

replication is established in A549 cells. As it has been observed with different
flaviviruses, ZIKV has the ability to subvert the action of IFN-B (Diamond,
2009; Green et al., 2014; Mufioz-Jordanand Fredericksen, 2010). Whether
ZIKV-encoded proteins such asNS4B and NS5 might be involved in the
inhibition of IFN-B sig-naling will be the subject of further investigation
(Laurent-Rolle etal., 2014;Mazzon et al., 2009;Morrison et al., 2012). We can
notrule out that viral RNA as well as viral replication complexes were

sequestered in a manner that prevents the action of IFN-[3 path-way as well as
antiviral ISGs (Miorin et al., 2012).

In the study reported here, we show that ZIKV infection of A549 cells

involved the release of bioactive IFN-[3 at early infection times. While IFN-3
was much less efficient at inhibiting ZIKV replication inside infected A549

cells, it was able to prevent apoptosis revealing a protective role for IFN-3.
Ongoing studies are now aimed at determining whether the early release of
IFN- can lead to an appropriate survival of ZIKV-infected epithelial cells
and therefore this might be a mechanism that promotes viral growth in
delaying apoptosis.
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Supplemental Fig.S1. Both 3-MA and rapamycin drugs are functional in A549 cells. A549 cells were mock-
treated with DMSO or treated with either 5 mmol L-1 3-MA or 1 umol L-1 rapamycin (Rapa), co-treated
with 3-MA and rapamycin or treated with 50 umol L-1 chloroquine (CLQ) for 24 h. Cell extracts were
analyzed for the autophagosomal marker LC3 using anti-LC3B I/Il antibody. Rabbit polyclonal antibody
raised against GAPDH (Santa-Cruz Biotech) served as protein loading control.
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Supplemental Fig. S2. IFN-B treatment has no effect on cell viability.Viability of A549 cells treated with
IFN-B for various times was measured using MTT assay. Viability was expressed as the percentage of cell
metabolic activity in treated cells relative to those in mock-treated cells. Results are the mean (xSEM) from
three independent experiments performed in triplicates.
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Supplemental Fig. S3. ZIKV infection results in a loss of cell integrity. Measurement of LDH activity in A549
cells infected with ZIKV. A549 cells were seeded in 96-well plates at a density of 104 cells per well and
infected with ZIKV at MOI of 5. Supernatants were collected at various times post-infection and transferred
to a new 96-well plate. The LDH activity was determined using the CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay kit (Promega) in accordance with manufacturer’s procedure. The change in the
absorbance was recorded at 490 nm. The LDH values were expressed as a percentage of LDH release from
mock-infected cells at each time post-infection. Results are the mean (+¥SEM) from three independent
experiments performed in triplicates.
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Reference Gene Forward Primer Reverse Primer Size (bp)
NM_002046.5 GAPDH GGGAGCCAAAAGGGTCATCA TGATGGCATGGACTGTGGTC 202
NM_002176.2 IFN-B GTTCGTGTTGTCAACATGACCA TCAATTGCCACAGGAGCTTCT 150
NM_001547.4  I1SG54 GAGCCTTCTCAAAGCACACC CTGGTCACCTGGGGAAACTA 214
NM_001548.4  I1SG56 GCATTTCATCGTCATCAATGGA GAGGAGCCTGGCTAAGCAAA 150
NM_001572.3 IRF-7 CTCCCCACGCTATACCATCTAC CCAGCTTTCTGGAGTTCTCATT 272
NM_001571.5 IRF-3 CCTCACGACCCACATAAAATCT GTAGAAGGCTGTCACCTCGAAC 332
NM_000600.3  IL-6 AAAGCTGCGCAGAATGAGAT AAAGAGGCACTGGCAGAAAA 350
NM_000584.3  IL-8 ATGACTTCCAAGCTGGCCGTG TGCACCCAGTTTTCCTTGGGG 256
NM_000576.2 IL-1B TTCGACACATGGGATAACGA TCTTTCAACACGCAGGACAG 259
NM_002982.3 MCP1 CAATAGGAAGATCTCAGTGC GTGTTCAAGTCTTCGGAGTT 192
NM_000454.4 SOD1 ACCAGTGTGCGGCCAATGATG GCTGTACCAGTGCAGGTCCTCA 187
NM_000636.2  SOD2 AAGCTGACGGCTGCATCTGTTG  CGTGCTCCCACACATCAATCCC 162
NM_001752.3 CAT AGTCTCGCCGCATCTTCAACAG TCTGGGACTTCTGGAGCCTACG 214

Table S1. List of primers for RT-gPCR analysis
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Pathologie inflammatoire : Etude de la contribution des
PAMP et DAMP

Résumé

L'inflammation est le mécanisme de base du systéme immunitaire. Dans le cas de pathologie inflammatoire
cette inflammation persiste et devient délétére pour I'organisme. Les causes de cette persistance peuvent
étre variées. L'une de ces causes est la présence de molécules induisant I'inflammation. Elles peuvent étre
d’origine exogene comme les PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern). Ce sont des molécules issues
des pathogenes (LPS, peptidoglycanes, ADN CpG ...) capables d’activer le systéme immunitaire. Ces
molécules peuvent également étre d’origine endogéne comme les DAMP (Damage Associated Molecular
Pattern). Ce sont des molécules libérées par les cellules en état de danger (HMGB1, HSP60, S100...) pour
prévenir et activer le systéme immunitaire. La présence de récepteurs (TLR2, TLR4, RAGE...) capable de
reconnaitre ces PAMP et DAMP est également nécessaire pour pouvoir induire une inflammation.

Mes travaux explorent les mécanismes moléculaires et cellulaires des PAMP et des DAMP, dans
I'installation et le maintien de I'inflammation dans le cadre des maladies inflammatoires. Pour cela mon
étude se focalise sur les mécanismes de reconnaissance et d’induction de l'inflammation par les PAMP et
DAMP.

Le LPS est le plus connu des PAMP et sa capacité inflammatoire n’est plus a démontrer. Mes résultats ont
montré que l'espece de la bactérie et le degré de purification influencent grandement I'activité
inflammatoire du LPS et modulent les récepteurs impliqués dans cette réponse. De plus en fonction de
I’espéce animale stimulée avec le LPS cette réponse inflammatoire peut également varier.

Les DAMP interviennent également dans l'installation et le maintien de l'inflammation, comme nous
I’avons montré pour HMGBL1. Il est impliqué dans I'inflammation de bas grade observée au niveau du tissu
adipeux des personnes obeses, et controle I'inflammation via le récepteur RAGE. De plus I'association des
DAMP a certains PAMP s’accompagne d’une amplification de leurs effets pro-inflammatoires. Ainsi nous
avons montré que HSP60 peut se lier a du LPS et amplifier sa capacité inflammatoire alors que seul HSP60
n’a pas d’effet inflammatoire.

Les récepteurs des PAMP et DAMP jouent également un réle trés important dans la réponse inflammatoire.
Nous avons découvert un potentiel nouveau récepteur de DAMP et PAMP appelé CD93. Nous avons
montré que CD93 était capable d’interagir avec des PAMP (LPS, ADN bactérien et ADN CpG), mais aussi des
DAMP (HMGB1 et HSP60).

Nous avons ainsi mis en évidence certains mécanismes cellulaires et moléculaires dans la réponse
inflammatoire liés aux DAMP et PAMP. Nous nous sommes également intéressé aux récepteurs impliqués
dans ces différents mécanismes et avons méme mis en évidence un potentiel nouveau récepteur CD93.
Nous émettons I’hypothese que CD93 pourrait avoir un réle dans les pathologies inflammatoires par cette
capacité a lier les DAMP et PAMP. Ainsi CD93, HMGB1, HSP60 et le LPS pourrait étre des cibles
thérapeutiques potentielles dans les cas de maladies inflammatoires.

Mots clés : DAMP, PAMP, immunité, inflammation, HMGB1, HSP60, LPS, CD93
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Inflammatory pathology: Study of the contribution of
PAMPs and DAMPs

Abstract

Inflammation is the basic mechanism of the immune system. In the case of inflammatory pathologies this
inflammation persists and becomes deleterious to the organism. Many reasons can explain this persistance.
One of these causes is the presence of inflammatory-inducing molecules. They may have exogenous origin
such as PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern). They are derived from pathogens (LPS,
peptidoglycans, CpG DNA ...), and are able to activate the immune system. These molecules can also have
endogenous origin such as the DAMP (Damage Associated Molecular Pattern). They are released by stress
cells (HMGB1, HSP60, S100 ...) to prevent and activate the immune system. The presence of receptors
(TLR2, TLR4, RAGE ...) capable of recognizing these PAMPs and DAMPs is also necessary in order to elicit
inflammation.

My work explores the contribution of PAMPs and DAMPs to inflammatory diseases at molecular and
cellular levels. To this end, my study focuses on recognition and induction of inflammation by PAMPs and
DAMPs.

LPS is the best known of PAMP and its inflammatory capacity is no longer to be demonstrated. My results
showed that the species of the bacteria and the degree of purification greatly influenced the inflammatory
activity of LPS and modulated the receptors involved in this response. Moreover, depending on the animal
species stimulated with LPS, this inflammatory response may also vary.

DAMPs are also involved in the installation and sustainability of inflammation, as we have shown for
HMGBI. It can be involved in the low-grade inflammation observed in the adipose tissue of obese people,
and controlled inflammation via the receptor RAGE. Moreover, the association of DAMPs with certain
PAMPs induced an amplification of their pro-inflammatory effects. Thus we have shown that HSP60 can
bind to LPS and amplify its inflammatory capacity whereas HSP60 alone has no inflammatory effect.

PAMP and DAMP receptors also play a very important role in the inflammatory response. We have
discovered a new potential DAMP and PAMP receptor called CD93. We showed that CD93 was able to
interact with PAMP (LPS, bacterial DNA and CpG DNA) but also DAMP (HMGB1 and HSP60).

We have thus demonstrated cellular and molecular mechanisms in the inflammatory response related to
DAMP and PAMP. We were also interested in the receptors involved in these mechanisms and even
showed a new potential receptor. We hypothesize that CD93 may have a role in inflammatory pathologies
by his ability to bind DAMPs and PAMPs. Thus CD93, HMGB1, HSP60 and LPS could be potential therapeutic
targets concerning inflammatory diseases.

Key words: DAMP, PAMP, immunity, inflammation, HMGB1, HSP60, LPS, CD93
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