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Résumeé

Les cyclophilines forment une famille de protéines caractérisées par leur activité
peptidyl-prolyl cis/trans isomérase et par leur capacité a fixer une drogue immunosuppressive,
la cyclosporine A. Les travaux antérieurs réalisés au Laboratoire ont montré que la
cyclophiline B (CyPB) est sécrétée en réponse a des stimuli inflammatoires et que sa fixation
sur un récepteur constitu¢ du CD147 et du syndécan-1 induit le chimiotactisme de sous-
populations lymphocytaires et leur adhérence a la matrice extracellulaire. Ces données
conférent a la CyPB un role de médiateur dans la réponse inflammatoire. La CyPA est
¢galement sécrétée en cas d’inflammation et présente des activités similaires a la CyPB. De
nombreuses études ont également suggéré que la CyPA induit 1’expression de facteurs pro-
inflammatoires, tel que le TNF-o (Tumor Necrosis Factor-a), par les macrophages. Sur la
base de ces constatations, nous avons entrepris d’étudier les réponses induites par la CyPB
dans les macrophages humains obtenus a partir de monocytes isolés du sang et dans les
cellules de la lignée humaine promonocytaire THP-1 différenciées en macrophages.

Nous avons d’abord confirmé que la CyPB induit la migration des macrophages, par
un mécanisme dépendant de sa fixation sur des héparanes 3-O-sulfatés et de 1’activation de la
voie p44/p42 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases). Mais contrairement aux données
concernant la CyPA, nos résultats montrent que la CyPB n’induit pas I’expression de TNF-a,
d’Interleukine (IL)-1p ou de CXCLS8/IL-8. Par contre, un prétraitement des macrophages
durant 16 h en présence de CyPB réduit considérablement la production de TNF-a par les
macrophages stimulés par le lipopolysaccharide (LPS). Etant donné que la synthese de cette
cytokine est finement contrdlée a différents niveaux de son expression, nous avons étudié les
mécanismes moléculaires mis en jeu par la CyPB pour inhiber la production de TNF-a. Les
analyses par PCR en temps réel et I’utilisation de génes rapporteurs sous le contrdle du
promoteur du géne du TNF-a ont montré que I’inhibition de la sécrétion de la cytokine est
corrélée a une diminution de 1’expression de son transcrit. Nous avons ensuite démontré que
cette diminution est liée a un mécanisme d’inhibition transcriptionnel. En effet, 1’étude de la
voie d’activation dépendante du facteur de transcription NF-xB (Nuclear Factor of -kB) a mis
en ¢évidence la prédominance d’une complexe NF-kB p50 inhibiteur dans les cellules
prétraitées par la CyPB. Par ailleurs, nous avons montré que la CyPB induit I’expression de

Bcl-3 (B cell leukemia-3), une protéine favorisant la fixation de ce complexe répresseur sur le
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promoteur du gene du TNF-a. Par des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine et
d’ARN interférence, nous avons confirmé le role de Bcl-3 dans ’activité inhibitrice de la
CyPB.

Parallelement a la mise en place de ce mécanisme de régulation transcriptionnelle,
nous avons démontré que la CyPB induit I’expression de MKP-1 (Mitogen activated protein
Kinase Phosphatase-1), une phosphatase capable de déphosphoryler et donc d’inactiver les
MAPK. MKP-1 est également impliquée dans ’activation de protéines responsables de la
déstabilisation de ’ARNm du TNF-a. Nos résultats ont montré que 1’expression de MKP-1
est corrélée a une diminution de la phosphorylation de p38 MAPK et a une diminution du
temps de vie des ARNm du TNF-a. Cependant, 1’invalidation de I’expression de MKP-1 par
ARN interférence n’a qu’un faible impact sur 1’activité inhibitrice de la CyPB, suggérant un
role mineur de cette voie post-transcriptionnelle dans les mécanismes d’inhibition mis en
place par la CyPB.

Dans leur ensemble, nos résultats sont en faveur d’un role important de la CyPB dans
les mécanismes de régulation des réponses du macrophage. La poursuite de ces travaux
devrait permettre de préciser le role des cyclophilines sécrétées dans la régulation de I’activité
de ces cellules et de mieux comprendre leur implication dans les maladies inflammatoires et

immunes.
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Abstract

Cyclophilins are members of a family of proteins characterised by their peptidyl-prolyl
cis/trans isomerase activity and their ability to interact the immunosuppressive drug
cyclosprorine A. Previous works from our Laboratory have demonstrated that cyclophilin B
(CyPB) is secreted in response to inflammatory stimuli and may interact with a receptor
formed by the association of CD147 and syndecan-1. These interactions trigger chemotaxis of
T lymphocytes subsets and their adherence to extracellular matrix, thus supporting the
hypothesis that CyPB functions as an inflammatory mediator. CyPA is also secreted in
response to inflammatory stimuli and exhibits similar activities than CyPB. Moreover, CyPA
was reported to induce the expression of pro-inflammatory factors, such as TNF-a (Tumor
Necrosis Factor-a) by macrophages. Based on these data, we have studied the responses
induced by CyPB in human macrophages obtained from peripheral blood-derived monocytes
and in human promonocytic THP-1 cells differentiated in macrophage-like cells.

First, we confirmed that CyPB induces the migration of macrophages, by a mechanism
dependent on the interaction with 3-O-sulfated heparans and the activation of p44/p42 MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase) pathway. Unlike CyPA, CyPB failed to induce the
expression of TNF-a, interleukin (IL)-1 and CXCLS8/IL-8. In contrast, a 16 h pre-treatment
of macrophages with CyPB reduced TNF-a production in response to LPS
(lipopolysaccharide). As the TNF-a synthesis is highly controlled at diverse levels of its
expression, we have studied the molecular mechanisms induced by CyPB responsible for the
inhibition TNF-a production. Quantitative real time PCR analysis and luciferase experiments
with a reporter gene under the control of the TNF-a gene promoter showed that inhibition of
cytokine secretion was related to a decrease in mRNA expression, thus highlighting a
transcriptional mechanism of inhibition. Analysis of LPS-activated signalling pathways
revealed that CyPB did not modify the activation of NF-kB (Nuclear Factor of kB) signalling
pathway revealed CyPB. Otherwise, we found that CyPB induced the expression of Bcl-3 (B-
cell leukemia-3), a protein that triggers the binding of the repressor homodimer p50/p50 on
TNF-a gene promoter. Chromatin immunoprecipitation and RNA interference experiments
confirmed the implication of Bcl-3 in the inhibitory activity of CyPB.

In parallel to the mechanisms of transcriptional regulation, we found that CyPB also
induced the expression of MKP-1 (MAPK Phosphatase-1), a phosphatase involved in the
dephosphorylation and consequent inactivation of MAPKs. MKP-1 has also been implicated
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in the activation of proteins responsible for destabilization of TNF-a mRNA. Our results
demonstrated that the expression of MKP-1 is correlated with a decrease in p38 MAPK
phosphorylation and half-life time of TNF-o mRNA. However, inhibition of MKP-1
expression by RNA interference had no marked effect on the responses induced by CyPB,
suggesting a minor role of this post-transcriptional pathway in the inhibitory mechanism
established by CyPB.

Overall, our results suggest an important role of CyPB in the regulation of
macrophage responses. Further investigations will allow clarifying the role of secreted
cyclophilins in the regulation of the activity of macrophages and providing a better

comprehension of the implications of these proteins in immune and inflammatory disorders.
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Abbréviations

3-OST : 3-O-sulfotransférase

3°UTR : 3’ unstranslated region

ADN : acide désoxyribonucléique
ADNc : ADN complémentaire

ARE : Adenosine/uridine-rich element
ARN : acide ribonucléique

ARNdb : ARN double brin

ARNm : ARN messager

ARNSsb : ARN simple brin

ASK1 : apoptosis signal-regulating kinase
1

ATEF3 : activating transcription factor-3

AUF1 : ARE/poly-(U) binding
degradation factor 1

BCL-3 : B-cell leukemia
BSA : bovise serum albumin

CAML : calcium-signal modulating
cyclophilin ligand

CD : cluster of differentiation

CMLYV : cellule musculaire lisse
vasculaire

CsA : cyclosporine A

CyPA, CyPB : cyclophiline A, B
CYLD : cylindromatosis

DD : death domain

DPBS : Dulbecco’s phosphate buffer
saline

DUB : Deubiquitylating enzyme
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ECL : électrochimiluminescence

EDTA : acide éthyléne diamine
tétracétique

ELISA : enzyme-linked immunosorbent
assay

ERK1/2 : extracellular signal regulated
protein kinase

GSK3 : glycogen synthase 3 kinase
HGF : hepatocyte growth factor

HIV : human immunodeficiency virus
HS : héparanes sulfates

Hsp : heat shock protein

HSPG : protéoglycane a chaines
héparanes sulfates

HSV : human simplex virus

IC50 : half maximal inhibitory
concentration

IFN : interféron

IkB : inhibitor of kB

IKK : IxB kinase

IL : interleukine

IL-1R : récepteur de I’IL-1p
IRAK : IL-1R associated kinase
IRF : interferon regulatory factor
JAK : janus kinase

JNK : c-Jun amino-terminal kinase
Kd : constante de dissociation

kDa : kilodalton
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LBP : LPS binding protein

LPS : lipopolysaccharide

LRR : leucine rich repeat

LZ : leucine zipper

MAL : MyD88 adapter-like protein
MAPK : mitogen activated protein kinase
MAPKK : MAPK kinase

MAPKKK : MAPK kinase kinase
MCP-1 : monocyte chemotactic protein-1
MD-2 : myeloid differentiation factor-2
miRNA : microRNA

MLYV : murine leukemia virus

MM : masse moléculaire

MMP : métalloprotéinase

MK-2 : MAPK activated protein kinase-2
MKP : MAPK phosphatases

MyD88 : myeloid differentiation factor-88
NBD : NEMO binding domain

NDST : N-déacétylase/N-sulfotransférase
NEMO : NF-kB essential modulator
NES : nuclear export sequence

NF-AT : nuclear factor of activated T cells
NF-kB : nuclear factor of kB

NLS : nuclear localization sequence

PAMP : pathogen-associated molecular
pattern

PDK1 : 3'-phosphoinositide-dependent
kinase-1

pHi : point isoélectrique

PI3K : phosphatidyl inositol 3 kinase
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Pin-1 : peptidyl-prolyl isomerase 1

PIP2 : phosphatidylinositol (4,5)
biphosphate

PIP3 : phosphatidylinositol (3,4,5)
triphosphate

PKB : protein kinase B

Poly I:C : acide polyinosinique
polycytidylique

PP1 : protéine phosphatase 1
PP2A : protéine phosphatase 2A
PRL : prolactine

PRR : pettern regognition receptor

RANTES : Regulated upon activation
normal T cell expressed and secreted

RBP : RNA-binding protein

RHD : Rel homology domain

RHIM : RIP homotypic interacting motif
RIP1 : receptor interacting protein 1
RP10S5 : Radioprotective 105

ROS : reactive oxyden species

SAM : sterile a motif

SARM : sterile a- and armadillo
containing motif

SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis

SH2 : Src homology 2

SIGIRR : single immunoglobulin IL-1-
retated protein

SIKE : supressor of IKKeg
siRNA : small interfering RNA
SIV : simian immunodeficiency virus

SHP : SH2-containing protein tyrosine
phosphatase 1
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SOCS : suppressor of cytokine signalling
ST2 : supressor of tumorigenicity

STAT : Signal transducer and activator of
transcription

SVF : sérum de veau fcetal

T6BM : TRAF6 binding motif

TAB : TAK1 binding protein

TAD : transcription activation domain
TAKI1 : TGF-p activated kinase 1
TAM : Tumor-associated macrophages

TANK : TRAF-associated NF-«xB
activator

TAX1BP1 : TAX1-binding protein 1
TBK1 : TANK binding kinase 1

TBS : tris buffered saline

TCR : T-cell receptor

TGF-B : transforming growth factor-3

TIA-1 : T cell intracellular antigen -1
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TIAR : TTIA-1 related protein

TIR : Toll/IL-1p receptor

TLR : Toll-like receptor

TNF-a : tumor necrosis factor-a

TNFR : récepteur du TNF-a

Tollip : Toll interacting protein

Tpl2 : tumor progression locus 2
TRAF : TNF-receptor associated kinase
TRAM : TIR-related adaptor molecule

Triad3A : Triad domain-containing
protein 3

TRIF : TIR domain-containing adaptor
inducing IFN-f3

TRIM : tripartite motif protein
TRIS : trishydroxyméthylaminométhane
TTP : tristretraproline

UBD : ubiquitin binding protein
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Ce travail de these a été réalisé€ au sein de I’équipe "Diversité des héparanes sulfates et

régulation de la réponse inflammatoire" dirigée par le Pr. Fabrice ALLAIN.

Les cyclophilines se caractérisent par leur capacité a fixer un médicament a activité
immunosuppressive, la cyclosporine A (CsA) et par leur activité peptidyl-prolyle cis/trans
isomérase (PPlase). Les premicres études se sont focalisées sur le réle de la cyclophiline A
(CyPA) dans I’activité de la CsA. La caractérisation de 1’activité PPlase a ensuite suscité de
nombreux travaux quant a ’implication des cyclophilines dans la mise en conformation des
protéines. Depuis, de nombreuses fonctions biologiques ont été attribuées aux différentes

isoformes.

La découverte de la CyPA dans les milieux biologiques, notamment lors de conditions
inflammatoires, a conduit diverses équipes a caractériser son activité. La CyPA se fixe sur le
CD147 et induit la migration de sous-populations leucocytaires selon un mécanisme
dépendant de I’activation de la voie p44/p42 MAPK. La présence de CyPA dans le plasma de
patients souffrant de septicémie, dans les voies respiratoires de modeles murins d’asthme
allergique ou encore dans le liquide synovial de patients atteints de polyarthrite rhumatoide a
suggéré son implication dans les processus inflammatoires. Aussi, depuis quelques années,
diverses équipes étudient le role de la CyPA dans la régulation de I’inflammation. Selon les
données présentes dans la littérature, la fixation de la CyPA sur le CD147 induit I’expression
par les macrophages de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a (Tumor necrosis
factor) ou l’interkeukine-8 par un mécanisme dépendant de 1’activation des voies de
signalisation MAPK (Mitogen activated protein kinase) et NF-xB (Nuclear factor of xB).
Toutefois, ces propriétés de la CyPA sont a nuancer puisque diverses équipes n’ont pas été en

mesure de reproduire ces résultats.

La CyPB présente des activités similaires a la CyPA. Elle est sécrétée de fagon
constitutive par différentes populations cellulaires et est retrouvée dans le lait et le plasma.
Tout comme la CyPA, elle est détectée dans le plasma de patients atteints de septicémie ou
dans des modeles murins d’inflammation du poumon. La CyPB se fixe également sur le
CD147 et induit le chimiotactisme de différentes sous-populations leucocytaires. La CyPB
présente en plus la capacité a se fixer aux chaines héparanes sulfates portées par un
protéoglycane membranaire, le syndécan-1, conférant a la CyPB des activités supplémentaires
a celles de la CyPA. Ainsi, elle induit 1’adhérence de lymphocytes T a la matrice
extracellulaire. Par contre, en comparaison a la CyPA, la littérature recele de peu de données

concernant le role de la CyPB dans la modulation de la réponse inflammatoire. Les recherches
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réalisées dans le cadre de ma thése ont donc consisté en 1’étude des réponses induites par la

stimulation des macrophages par la CyPB.

Si la fixation de la CyPB aux lymphocytes a été largement caractérisée, peu de
données concernant les réponses de la protéine sur les macrophages sont disponibles. Dans un
premier temps, nous avons donc analysé les réponses induites par la stimulation par la CyPB
de macrophages issus de monocytes isolés de sang humain et de cellules de la lignée pro-
monocytaire THP-1 différenciées en macrophages. Nous avons montré que la CyPB induit
I’activation de la voie p44/p42 MAPK et le chimiotactisme de ces cellules. Par ailleurs,
I’utilisation d’ARN interférents dirigés contre des enzymes impliquées dans la biosynthése
des chaines héparanes sulfates a confirmé 1’implication du syndécan-1 dans les activités de la

CyPB.

Sur la base des travaux relatant 1’activité pro-inflammatoire de la CyPA, nous avons
stimulé nos cellules par la CyPB afin d’analyser I’activation des voies de signalisation MAPK
et NF-kB ainsi que I’expression de cytokines pro-inflammatoires. Contrairement a ce qui est
rapporté pour la CyPA, la CyPB n’induit pas 1’expression de cytokines pro-inflammatoires.
Par contre, la pré-incubation des macrophages en présence de la protéine inhibe leur
expression induite par le LPS (lipopolysaccharide). La suite de mes travaux a donc consisté a
identifier les mécanismes impliqués dans 1’activité inhibitrice de la CyPB et fait ’objet de
deux parties. La premicre concerne la régulation transcriptionnelle de I’expression du TNF-a.
Cette régulation a été mise en évidence par utilisation de gene rapporteur placé sous le
controle du promoteur du géne du TNF-a. L’analyse de I’expression de protéines suite a la
stimulation des cellules par la CyPB a suggéré 1I’implication d’un régulateur transcriptionnel,
Bcl-3 (B cell-leukemia). Nous avons alors utilisé les techniques d’immunoprécipitation de la
chromatine et d’ARN interférence afin de confirmer le role de Bcl-3 dans 1’activité inhibitrice

de la CyPB.

En invalidant I’expression de Bcl-3, nous avons observé que la CyPB inhibe toujours
I’expression du TNF-a induite par le LPS. Ces données suggérant un mécanisme de
régulation post-transcriptionnelle, nous avons également cherché a le caractériser. Les travaux
présentés en seconde partie du chapitre portant sur ’activité immunorégulatrice de la CyPB
montrent une possible implication de la phosphatase MKP-1 (MAPK phosphatase-1) dans la
déstabilisation de ’ARNm du TNF-a.

Une partie des travaux réalisés au cours de ma thése a fait 1’objet des publications et
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I. Les Cyclophilines A et B

Les cyclophilines forment une famille de protéines trés conservées au cours de
I’évolution dont les isoformes ont été retrouvées chez les animaux, les plantes et les
champignons mais également chez les bactéries et les parasites. L’alignement de séquences
nucléotidiques et peptidiques a jusqu'a présent permis d’identifier plus de 300 cyclophilines
dont les profils d’expression et les fonctions biologiques n’ont pas été déterminés pour
chacune d’entre elles (Galat et al., 2004). Les cyclophilines sont caractérisées par leur
capacité a fixer une drogue immunosuppressive, la cyclosporine A (CsA) et possedent une

activité enzymatique de type peptidyl-prolyle cis/trans isomérase (PPlase).

A. Caractérisation des cyclophilines

A. 1. La Cyclophiline A

La cyclophiline A (CyPA) fut la premiere cyclophiline a avoir été décrite, purifiée a
partir de thymocytes de bceuf grace a sa capacit¢ a se fixer sur une colonne de CsA
immobilisée (Handschumacher et al., 1984). La CyPA humaine a ensuite ét¢ isolée a partir de
splénocytes (Harding ef al., 1986), de différents tissus sains et néoplasiques (Koletsky et al.,
1986) ou encore a partir de la lignée lymphoblastique Jurkat (Haendler ef al., 1987). Chez de
nombreuses especes telles que le rat ou la souris, des orthologues de la CyPA ont été décrits et
les séquences nucléotidiques codantes clonées, révélant ainsi plus de 90 % d’homologie entre

les différentes cyclophilines (Danielson ef al., 1988 ; Hasel & Sutclifte, 1990).

Chez ’Homme, le geéne codant pour la CyPA (Ppia) a été localis€ en un seul
exemplaire sur le chromosome 7 et code pour une protéine de 165 acides aminés (MM = 18
kDa) (Haendler & Hofer, 1990 ; Willenbrink ef al., 1995 ; Braaten et al., 1996) (Figure 1). La
CyPA est représentée par deux isoformes : une mineure de pHi 6,8 et une majeure de pHi 8,6

(Handschumacher et al., 1984 ; Harding et al., 1986).

La conformation de la CyPA correspond a I’archétype des cyclophilines. Elle adopte
une conformation en tonneau f3 formé de huit feuillets B antiparalleles, délimitant un cylindre

dont les ouvertures supérieures et inférieures sont verrouillées par deux hélices a.
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Une troisieme hélice 3 se positionne latéralement par rapport au tonneau . La conformation
de la CyPA présente également des coudes  qui connectent les hélices et feuillets entre eux
(Ke et al., 1991). Schématiquement, la CyPA forme le noyau commun des cyclophilines sur
lequel viennent se greffer les extensions N- et C-terminales spécifiques des autres membres

de la famille et qui leur confére des localisations et des fonctions spécifiques (Figure 2).

Figure 2 : Représentation schématique de la structure de la CyPA. Les hélices sont
numérotées de H1 a H3 et les feuillets de B1 & B8 (d’aprés Ke er al., 1991).

La CyPA est une protéine abondante principalement localisée au niveau du cytosol et
représentant 0,1 a 0,4 % des protéines cytosoliques totales (Harding et al., 1986). Toutefois la
CyPA a été retrouvée au niveau d’autres compartiments subcellulaires tels que la
mitochondrie (Ryffel et al., 1991), le réticulum endoplasmique (McDonald ef al., 1992),
I’appareil de Golgi (Sarris et al., 1992) ou encore le noyau (Ryffel ef al., 1991 ; Le Hir et al.,
1995). Aux niveau tissulaire, la CyPA est ubiquitaire avec une abondance marquée dans le
cortex cérébral, les reins, les parotides et les cellules du sang (Ryffel ef al., 1991 ; Marks et
al., 1991). Des auteurs ont montré que ’expression de la CyPA est plus élevée dans les
cellules en prolifération. Ainsi, les tissus néoplasiques montrent une concentration plus

importante en CyPA en comparaison aux tissus sains (Koletsky et al., 1986). A I'inverse, la
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différenciation respective des érythroblastes et myéloblastes spléniques murins en
érythrocytes et granulocytes s’accompagne d’une diminution de I’expression de la CyPA
(Sarris et al., 1992). D’apres les travaux de Campa et al. (2003), la CyPA est surexprimeée
dans les cellules pulmonaires de patients atteints de cancer. Des facteurs extérieurs peuvent
¢galement modifier le taux d’expression de la CyPA. En effet, des animaux traités a la CsA
présentent une augmentation généralisée du taux de CyPA excepté au niveau du cerveau
(McDonald et al., 1992). Hovland et al. (1999) ont confirmé ces résultats sur des
neuroblastomes murins tout en démontrant que la CsA ne modifie pas I’expression du gene de
la CyPA. D’autres facteurs, comme la concanavaline A entrainent une augmentation du taux
de CyPA dans les lymphocytes T. Cette augmentation est inhibée en présence d’acide
okadaique, un inhibiteur des protéines phosphatases PP1 et PP2A, suggérant que 1’expression

de la CyPA est sous le contrdle de ces deux phosphatases (Richards et al., 1992).

Bien que son ARNm ne code pas pour un peptide signal capable de diriger la CyPA
vers 1’espace extracellulaire, celle-ci est détectée dans différents liquides biologiques. En
effet, il a été démontré que la CyPA est sécrétée dans certaines conditions inflammatoires ou
de stress oxydatif. Ainsi, la CyPA a ¢été¢ identifiée comme produit de sécrétion de
macrophages murins (Sherry ef al., 1992) ou de cellules endothéliales (Kim et al., 2004) en
réponse au lipopolysaccharide (LPS). La CyPA a également ét¢ mise en évidence dans le
plasma de patients souffrant de septicémie (Tegeder et al., 1997)ou dans les liquides
synoviaux de patients atteints de polyarthrite rhumatoide (Billich et al., 1997), notamment au
niveau des zones riches en macrophages (Kim et al., 2005). D’ailleurs une corrélation a été
¢tablie entre le taux de CyPA et la gravit¢ de la maladie. Dans des modéles murins
d’inflammation aigue du poumon, Arora ef al., (2005) ont montré que la CyPA est présente a
un taux plus ¢levé dans les fluides de lavages broncho-alvéolaires de souris traitées par le
LPS. Il en est de méme dans des modeles murins d’asthme allergique ou la CyPA est
surexprimée par les cellules des voies respiratoires de souris traitées a 1’ovalbumine (Gwinn
et al., 2006). Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) sécreétent également la
CyPA en réponse a un stress oxydatif (Jin et al., 2000), impliquant la CyPA dans les
pathologies vasculaires telles que 1’athérosclérose. Suzuki ef al. (2006) ont mis en évidence
un mode de transport vésiculaire hautement régulé de la CyPA par les CMLV, permettant

ainsi la sécrétion de la CyPA.
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A. 2. La cyclophiline B

En 1991, une seconde forme de cyclophiline, la cyclophiline B (CyPB) fut découverte.
Spik et al. (1991) et Caroni et al. (1991) ont respectivement purifi¢ une forme sécrétée de
cyclophiline a partir de lait de femme et de surnageants de culture de cellules embryonnaires
de poulet tandis que Price ef al. (1991), Hasel et al. (1991) et Bergsma et al. (1991) ont
identifi¢ une nouvelle cyclophiline par criblage de banques d’ADNc en utilisant une sonde
oligonucléotidique basée sur la séquence conservée des cyclophilines. Cette nouvelle
cyclophiline se distingue de la CyPA par la présence dans sa séquence protéique d’un peptide
signal de 25 acides aminés non retrouvé dans la protéine mature, permettant ainsi son
adressage au niveau du réticulum endoplasmique et sa sécrétion dans les milieux
extracellulaires. Chez ’Homme, le geéne de la CyPB (Ppib) est localisé sur le chromosome 15
(Peddada et al., 1992) et code pour une protéine présentant 64 % d’homologies de séquence
avec la CyPA mais se distinguant par la présence d’extrémités N- et C-terminales spécifiques
(Price et al., 1991 ; Hasel et al., 1991 ; Bergsma ef al., 1991). La CyPB mature compte 184
acides aminés (MM = 21 kDa) et possede un pHi de 9,6 ; lui conférant ainsi une forte avidité
pour les échangeurs a cations tels que I’ADN ou I’héparine (Galat & Bouet, 1994 ; Denys et
al., 1998a) (Figure 1).

La CyPB présente une large distribution tissulaire avec une abondance particuliere
dans le foie, le cerveau (Galat & Bouet, 1994) et les tissus embryonnaires (Caroni ef al.,
1991). Son expression est cependant 5 a 10 fois inférieure a celle de la CyPA. La CyPB est
principalement localisée dans les calciosomes, des vésicules du réticulum endoplasmique
spécialisées dans le stockage du calcium ou elle colocalise avec la calréticuline (Arber ef al.,
1992). Dans les cellules du muscle strié, la CyPB est présente dans les citernes terminales du
réticulum sarcoplasmique avec la calséquestrine (Arber et al., 1992). Au niveau du noyau, la
présence de la CyPB est plus controversée (Hasel et al., 1991 ; Le Hir et al., 1995). Toutefois,
dans les thymocytes activés par des anticorps CD3, Nagata et al. (2000) ont observé un
passage de la CyPB depuis la fraction microsomale vers la fraction cytosolique/nucléaire,
suggérant que la CyPB intervient dans I’apoptose des thymocytes immatures issus de la
sélection négative en participant a la dégradation de I’ADN chromosomal. Selon Smith et al.
(1995), la CyPB peut également emprunter les voies de sécrétion. D’ailleurs, elle est présente
dans les surnageants de milieux de culture (Caroni ef al., 1991 ; Gonzalez-Cuadrado et al.,

1996 ; De Ceuninck et al., 2003 ; Faeron et al., 2011) ou dans les milieux biologiques tels que
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le lait de femme (Spik ef al., 1991) ou le plasma ou la concentration de la CyPB a été dosée a

150 + 80 ng/ml (7 £ 4 nM) (Allain et al., 1995).

Les mécanismes de rétention de la CyPB dans le réticulum endoplasmique n’ont pas
encore ¢té clairement ¢€lucidés. En effet, la CyPB ne possede ni la séquence KDEL
caractéristique de la rétention de protéines dans le réticulum endoplasmique, ni de domaine
transmembranaire. Par contre, elle possede une extrémité C-terminale VEKPFAIAKE qui
semble étre responsable de sa rétention dans le réticulum endoplasmique. Arber et al (1992)
ont montré que la substitution de Dl'extrémité C-terminale d’une protéine normalement
sécrétée, la nexine, par celle de la CyPB conduisait a la colocalisation dans le réticulum
endoplasmique des deux protéines. Mariller et al. (1996) ont confirmé ces travaux en
montrant que la CyPB isolée du lait de femme correspond a la protéine tronquée, dépourvue
des cinq acides aminés C-terminaux AIAKE. La CyPB peut étre sécrétée de fagon constitutive
par certaines cellules comme les fibroblastes, les chondrocytes ou les kératinocytes en culture
(Gonzalez-Cuadrado et al., 1996 ; De Ceuninck et al., 2003 ; Faeron et al., 2011) ou en
réponse a un stimulus mais les mécanismes de sécrétion de la CyPB sont également mal
connus. Il a toutefois été démontré que des cellules traitées a la CsA sécretent un taux plus
important de CyPB, qui se retrouve accumulée dans le milieu de culture (Price et al., 1994 ;
De Ceuninck et al., 2003). Par ailleurs, des patients traités par la CsA montrent un taux de
CyPB plasmatique plus élevé que des patients non traités (Denys et al., 1998a). Fearon ef al.
(2011) ont également montré que la sécrétion de la CyPB par les kératinocytes est augmentée
lorsque les cellules sont mises en présence de CsA. Ces résultats suggerent que la CsA
entrerait en compétition avec les ligands naturels de la CyPB au niveau du réticulum

endoplasmique.

A. 3. Les autres cyclophilines

La cyclophiline C (CyPC) fut clonée pour la premiere fois a partir d’'une banque
d’ADNCc de cellules stromales de moelle osseuse de souris. C’est une protéine de 212 acides
aminés (MM = 23 kDa) et de pHi égal a 7,4 (Friedman & Weissman, 1991) (Figure 1). En
1994, Schneider et al. utilisent une sonde nucléotidique correspondant a 1’extrémité N-
terminale de la CyPC murine pour cloner 1’orthologue humain a partir d’'une banque d’ADNc

de cellules rénales. La CyPC humaine présente respectivement 48% et 70% d’homologie avec
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les CyPA et CyPB et présente une large distribution tissulaire puisqu’elle est retrouvée dans le
rein, le muscle squelettique, le pancréas, les poumons, le foie ou encore le cceur mais dans une
proportion plus faible. Toutefois, de maniere générale, la CyPC est 10 fois moins abondante

que la CyPA.

En 1988, Tropschug ef al. montrent I’existence d’une cyclophiline mitochondriale
chez le champignon Neurospora crassa. Plus tard, une équipe a mis en évidence chez le rat la
présence d’une PPlase, localisée au niveau de la membrane interne de la mitochondrie,
associée au pore mitochondrial et dont la séquence peptidique présente des similarités avec
les CyPA et CyPB et la cyclophiline de N. crassa (Halestrap & Davidson, 1990 ; Connern &
Halestrap, 1992). 1l s’agit en fait de 1’orthologue de la hCyP3, également appelée CyPD, une
cyclophiline clonée a partir d’'une banque d’ADNc de cellules Jurkat et d’hépatocytes
humains a I’aide d’une sonde correspondant a la partie codante de le CyPA humaine
(Bergsma et al., 1991 ; Woodfield ef al., 1997). La CyPD présente respectivement 76 et 62 %
d’homologie de séquence avec les CyPA et CyPB et son ARNm code pour une protéine de
201 acides aminés (Figure 1). Pourtant la masse moléculaire de la CyPD n’est pas de 22 kDa
mais de 18 kDa. Cette différence s’explique par la présence d’un peptide signal clivable
dirigeant la protéine vers la matrice mitochondriale (Connern & Halestrap, 1992). Tout
comme la CyPA, la CyPD est exprimée dans tous les tissus mais a des taux 50 a 100 fois

inférieurs (Bergsma et al., 1991).

La cyclophiline 40 (CyP40) fut isolée pour la premiere fois par chromatographie
d’affinité sur colonne immobilisée de CsA a partir d’une fraction soluble de cerveau de veau.
Protéine de 370 acides aminés (MM =40 kDa) présente dans la plupart des tissus, elle existe
sous deux isoformes qui ont la particularité¢ d’avoir des pHi acides (5,3 et 5,5). Sa séquence
nucléotidique a été clonée a partir d’une banque d’ADNCc de cellules pancréatiques humaines
et I’analyse de la séquence peptidique a révélé des homologies de 60 % avec la CyPA et de 51
% avec la CyPB (Kieffer et al., 1992 ; Kieffer et al., 1993). Le domaine N-terminal de la
CyP40 présente 64 % d’homologie de séquence avec la CyPA et porte 1’activité PPlase et le
domaine de fixation a la CsA tandis que son domaine C-terminal possede 31 % d’identité de
séquence avec la FKBP52 (FK506 binding protein 52) (Kieffer et al., 1993). En effet, ces
deux protéines partagent un domaine de trois unités répétées du motif TPR
(Tetratricopeptide) qui leur permettent de se lier a la Hsp90 (Heat shock protein 90), une
chaperone associée a la forme inactive des récepteurs stéroidiens (Kieffer et al, 1993 ;

Ratajczak et al., 1993 ; Ratajczak & Carello, 1996).
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Parallelement a ces précédentes isoformes, d’autres formes de cyclophilines,
qualifiées de mineures, ont été décrites. La cyclophiline 33 (CyP33) fut découverte par
criblage de banque d’ADNc de la lignée lymphoblastique Jurkat. Cette protéine nucléaire
ubiquitaire de 301 acides aminés (33 kDa) possede en C-terminal le domaine PPlase
correspondant aux cyclophilines et présente 70 % d’homologie de séquence avec la CyPA. En
N-terminal, la CyP33 possede un domaine qui lui permet de se lier a des éléments nucléiques
riche en Adénine et Uracile (Mi ef al., 1996 ; Wang et al., 2008). Ce domaine lui permet
¢galement d’interagir avec la protéine MLL (Myeloid lymphoid leukemia) qui régule entre
autre I’expression des génes HOX (Homeobox) impliqués dans 1’hématopoiese. Dans des cas
de leucémies myéloides ou lymphoides aigiies, le géne MLL se retrouve fréquemment
transloqué, provoquant ainsi la perte du domaine de liaison a la CyP33 et une dérégulation de

I’expression des génes HOX (Fair ef al., 2001 ; Park et al., 2010).

La cyclophiline 60 (CyP60) fut découverte par Wang et al. en 1996. Cette protéine de
520 acides aminés (MM = 60 kDa) présente une localisation nucléaire et une distribution
tissulaire large. Récemment, la CyP60 a ét¢ impliquée dans le transport du CD147 depuis
I’appareil de Golgi jusqu'a la membrane plasmique (Yurchenko et al., 2005 ; Pushkarsky et
al., 2005).

B. Activités des CyPA et CyPB intracellulaires

B. 1. Activité peptidyl-prolyl cis/trans isomérase

La liaison prolyle peut adopter deux conformations stables, cis ou frams, et
I’isomérisation cis/trans de la liaison peptidique entre une proline et un autre résidu d’acide
aminé est une étape qui nécessite un important apport €nergétique a 1’échelle biologique. Le
passage a la conformation trans est un événement moléculaire lent mais déterminant dans le
repliement des protéines, ce qui explique I’intervention d’enzymes spécialisées : les peptidyl-
prolyl cis/trans isomérases (PPlases) (Schmid, 1993) (Figure 3). En effet, in vitro, les PPlases
accéleérent I’isomérisation de peptides de synthése ainsi que les étapes lentes de repliement
des protéines (Lang et al., 1987 ; Fischer ef al., 1989). Par contre, le réle de ces enzymes dans
le repliement des protéines in vivo est beaucoup plus discuté. En effet, du fait de leur structure
trés conservée au cours de 1I’évolution et de leur large distribution tissulaire, il a été suggéré

que les cyclophilines pouvaient jouer un role majeur dans la mise en conformation des
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protéines néosynthétisées. Cependant, I’invalidation des geénes codant pour les CYP1 et CYP2
(homologues de la CyPA et CyPB) chez la levure n’affecte pas la viabilité des cellules (Koser
et al., 1991). Par ailleurs, I’invalidation du géne codant pour la CyPA chez la souris n’altere
pas la durée de vie de ces animaux (Colgan et al., 2000). Ces données suggerent que les
cyclophilines ne sont pas indispensables au métabolisme basal de la cellule. En revanche, le
fait que ces protéines soient souvent retrouvées dans des complexes moléculaires suggere

qu’elles participent a la régulation de diverses activités biologiques.

Pro Pro

trans cis

Figure 3 : Isomérisation cis/trans de la liaison prolyle (d’aprés Lu et al., 2007).

B. 2. Role dans I'immunosuppression

La CsA a été isolée a partir d’une souche de champignon, Tolypoclatum inflatum, par
le laboratoire Sandoz en 1969 (Borel et al, 1986). C’est un undécapeptide cyclique
hydrophobe de masse moléculaire de 1203 Da (Figure 4). Les premiers essais cliniques ont
mis en évidence une puissante activité immunosuppressive et depuis, la CsA est utilisée pour
prévenir des rejets de greffes aprés une transplantation de tissus ou d’organes mais également
pour traiter certaines maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide, le psoriasis
ou encore le diabéte insulino-dépendant. La CsA agit en bloquant la production et la
libération de cytokines par les lymphocytes T auxiliaires et notamment 1’expression de
I’interleukine (IL)-2, une cytokine essentielle dans le mécanisme de 1’expansion clonale

(Borel et al., 1989).

La formation du complexe cyclophiline/CsA inhibe ’activit¢ PPlase (Harding ef al.,

1988 ; Fischer ef al., 1989), indiquant que le site de fixation de I’immunosupresseur et le site
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catalytique des cyclophilines sont confondus. Cette constatation a suggéré que [’activité
immunosuppressive de la CsA dépend de I’inhibition de 1’activité PPlase de la cyclophiline.
Cependant les faibles doses effectrices de médicaments ne sont pas suffisantes pour inhiber
les taux importants de PPlases présentes dans la cellule (Schreiber ef al., 1991 ; Sigal &
Dumont, 1992). La découverte d’analogues de la CsA non immunosuppresseurs mais toujours
capable d’inhiber I’activité enzymatique des cyclophilines a supposé 1’implication d’autres
molécules dans les mécanismes d’immunosuppression (Bierer ef al., 1991). D’ailleurs, la CsA
présente deux domaines fonctionnels : un domaine de fixation aux cyclophilines et un

domaine effecteur qui permet I’interaction avec un partenaire protéique (Ivery, 1999).

-~
OH
o)\ 7o \’PN 0

Figure 4 : Structure de la CsA.

Bien que toutes les cyclophilines se lient a la CsA in vitro, il a été démontré que seule
la CyPA est directement impliquée dans 1’activité immunosuppressive du médicament (Bram
et al., 1993). En effet, le complexe CyPA/CsA se lie a la calcineurine, une sérine/thréonine
phosphatase Ca®’-calmoduline dépendante qui joue un role clé dans I’activation des
lymphocytes T. D’ordinaire activée apres reconnaissance d’un antigene par son TCR (7-cell
receptor), cette phosphatase déphosphoryle la facteur de transcription NF-AT (Nuclear
Factor of activated T cells), permettant ainsi sa translocation jusqu’au noyau et sa fixation sur

les promoteurs de ses génes cibles tels que le geéne de I’IL-2 (Jain et al., 1993). In vivo, les
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complexes CyPA/CsA interagissent avec la calcineurine (Friedman & Weisaman, 1991 ; Liu
et al., 1991 ; Kieffer et al., 1992 ; Swanson et al., 1992). La formation de ces complexes
ternaires entraine des défauts de déphosphorylation du NF-AT, induisant ainsi une inhibition

de I’activation des lymphocytes T (Flanagan et al., 1991 ; Fruman et al., 1992) (Figure 5).

6
. ‘ TCR
Ca?*

calmoduline
calcineurine
X
TR

Figure 5 : Mécanisme d’immunosuppression de la CsA.

En raison de la localisation réticulaire de la CyPB, il a été proposé que le complexe
CyPB/CsA jouerait un role dans 1’inactivation de la calcineurine par une voie indirecte. En
effet, Bram & Crabtree (1994) ont montré qu’au cours de 1’activation lymphocytaire, la CyPB
interagit avec la CAML (Calcium-signal modulating cyclophilin ligand), une protéine
impliquée dans la régulation des flux calciques. Ainsi, en bloquant cette association, la CsA

pourrait perturber la libération de Ca®" et bloquer 1’activation de la calcineurine.

Une autre implication de la CyPB dans I’activit¢ immunosuppressive de la CsA a
¢galement été décrite. Alors que la CsA diffuse passivement dans toutes les cellules du sang
lorsqu’elle est sous forme libre, son incorporation est augmentée en présence de CyPB (Denys

et al., 1998a). La CyPB complexée a la CsA se fixe sur les lymphocytes, augmentant ainsi la
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concentration de la CsA a proximité des membranes. En effet, en présence de CyPB, I’'IC50
de la CsA diminue de 175 £ 40 ng/mL a 12 ng/mL (Allain ef al., 1996). De plus, la sensibilité
inter-individuelle a la CsA disparait en présence de CyPB puisque tous les individus
acquierent un phénotype répondeur sensible au médicament (Denys ef al., 1998a). La CyPB

contribue donc a I’efficacité du traitement immunosuppresseur.

B. 3. Régulation de l'activité des protéines de signalisation

Il a été¢ démontré que la CyPA peut catalyser 1’interconversion cis/trans d’une liaison
prolyle située dans le domaine SH2 (Src homology 2) de Itk (Interleukine-2 tyrosine kinase).
Cette tyrosine kinase de la famille Tec, exprimée par les lymphocytes T, joue un role dans la
maturation des thymocytes et participe a la signalisation du TCR. Lorsque la liaison prolyle
impliquant la proline 287 est en position trans, le domaine SH2 de Itk interagit avec des
phosphoprotéines impliquées dans la transduction du signal. Par contre, I’isomérisation par la
CyPA de la liaison prolyle en forme cis entraine un profond changement conformationnel du
domaine SH2 qui induit I’homodimérisation de Itk et son inactivation. La présence de CsA
inhibe I’inactivation de Itk, démontrant I’importance de 1’activité PPlase de la CyPA (Brazin
et al., 2002). Des travaux réalisés sur des souris déficientes en CyPA ont montré que ces
animaux présentent des allergies caractéristiques d’une surexpression de cytokines de type

T2 et notamment d’IL-4, dues a une suractivation de Itk chez ces souris (Colgan et al., 2004).

En 2004, des expériences de double hybride et de co-immunoprécipitation ont mis en
¢vidence une interaction fonctionnelle entre la partie cytoplasmique du CD99 et la CyPA. Le
CD99 est protéine transmembranaire présentant un role essentiel dans I’inflammation et la
réponse immunitaire puisqu’il est impliqué dans la migration des monocytes, I’adhésion entre
leucocytes et cellules endothéliales ou encore la différenciation et 1’apoptose des lymphocytes
T et des thymocytes. L’activation du CD99 induit le recrutement de la CyPA, suggérant que

cette derniere est une protéine de signalisation du CD99 (Kim et al., 2004).

La CyPB interagit avec la CAML, qui réside dans le réticulum endoplasmique ou elle
colocalise avec le Ca*", I’ATPase IT Ca*"-dépendante et la calréticuline. La surexpression de
la CAML entraine I’ouverture des canaux calciques. Ainsi, en régulant la libération du Ca®"
intracellulaire, la CAML modulerait ’activation de la calcineurine, et par conséquent

I’activation transcriptionnelle du géne de I’IL-2 (Bram & Crabtree, 1994 ; Holloway & Bram,
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1998).

Par des expériences de co-immunoprécipitation, Syed et al. (2003) ont caractérisé une
interaction fonctionnelle entre la CyPA et le récepteur de la prolactine (PRL). La PRL est une
hormone peptidique a activité facteur de croissance ayant de multiples rdles physiologiques,
notamment dans le développement du cancer du sein. La fixation de la PRL sur son récepteur
entraine 1’activation de la voie JAK2/STATS (Janus kinase 2 / Signal transducer and
activator of transcription 5) qui y est associée et la translocation du facteur de transcription
STATS au noyau afin d’induire la synthése de nombreux geénes impliqués dans la croissance,
la prolifération et la migration cellulaire. La surexpression de la CyPA prolonge 1’activation
de JAK2 et entraine une augmentation de I’expression de genes en réponse a la PRL. Plus
récemment, il a ét¢ démontré que c’est I’activité PPlase de la CyPA qui régule I’activation de
la voie de signalisation. En effet, I’utilisation de CsA ou la surexpression de CyPA ayant
perdu son activité enzymatique entraine une absence de réponse suite a la fixation de la PRL
sur son récepteur. De facon similaire, la surexpression du récepteur de la PRL dont la proline
344 a ¢été mutée, inhibe la signalisation qui lui est associé. Par ailleurs, le traitement, par la
CsA, de souris ayant subi des xénogreffes de tumeurs du sein entraine une augmentation de la

nécrose de ces tumeurs et une diminution des métastases (Zheng et al., 2008).

De récents travaux ont montré que la CyPA et la CyPB jouent des rdles importants,
mais a différents niveaux, dans I’activation de STAT3. En réponse a des cytokines telles que
IL-6, ce facteur de transcription régule I’expression de nombreux genes impliqués dans la
différenciation, la prolifération ou encore la survie cellulaire. L’activation de STAT3
implique la phosphorylation d’un de ses résidus tyrosine et sa translocation du cytoplasme
jusqu’au noyau. Bauer et al. (2009) ont montré par des expériences d’ARN interférence que la
CyPA est essentielle a la phosphorylation de STAT3 induite par I’'IL-6 dans des cellules de
lignée my¢loide. Par ailleurs, ils ont montré que la CyPB interagit avec STAT3 afin de
moduler la localisation nucléaire ainsi que la fixation du facteur de transcription sur ses genes

cibles.

B. 4. Régulation de la transcription

Dans un mod¢le de lignée de cellules humaines de cancer du sein, ’invalidation de

I’expression de la CyPB entraine une diminution de I’expression des genes en réponse a la
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PRL. (Fang et al., 2009 ; Fang ef al., 2010). De précédents travaux ont montré que la CyPB
extracellulaire interagit avec la PRL et qu’elle facilite sa rétrotranslocation nucléaire. Dans le
noyau, le complexe CyPB/PRL agit comme un inducteur transcriptionnel : il facilite
I’interaction de STATS avec ’ADN en induisant la libération de STATS de son répresseur
(Rycyzyn et al., 2000, Rycyzyn & Clevenger, 2002). Par ailleurs, il a été observé que la CyPB
est exprimée a des taux supérieurs dans les cellules de cancer du sein en comparaison aux
cellules saines. Ensemble, ces données suggerent que les actions moléculaires de la CyPB au
sein de la voie de signalisation induite par la PRL auraient un impact important sur le cancer

du sein (Fang et al., 2009, 2010).

La CyPB interagit également avec I’IRF-3 (Interferon regulatory factor-3), un facteur
de transcription impliqué dans I’induction de ’expression d’interféron-B (IFN-B). Présent
sous forme latente dans le cytoplasme, IRF-3 est phosphorylé lors d’une infection virale, ce
qui entraine sa dimérisation et sa translocation dans le noyau ou il peut induire la synthése
d’TIFN-B. L’invalidation de I’expression de la CyPB induit un défaut de phosphorylation
d’TFR-3, bloquant ainsi I’expression d’IFN-f ce qui suggére que la CyPB joue un rdle

important dans I’activation du facteur de transcription (Obata et al., 2005).

B. 5. Régulation de I'apoptose

Les travaux menés sur le role des CyPA et CyPB dans la régulation de I’activité des
facteurs de transcription STAT3 et STATS ont permis de montrer qu'un défaut d’expression
de ces deux cyclophilines est corrélé a une diminution de la survie de cellules issues de

lignées cancéreuses (Bauer et al., 2009 ; Fang et al., 2009, 2010).

En 2002, Meunier et al. ont identifi¢ la CyPB comme faisant parti d’un complexe
multiprotéique localisé au niveau du réticulum endoplasmique et qui rassemble des protéines
impliquées dans la réponse UPR (Unfolded protein response). Cette réponse UPR est activée
lorsque le réticulum endoplasmique est soumis a un stress dii a une trop forte concentration de
protéines présentant des défauts conformationnels et se traduit par une augmentation
d’expression de chaperones endoplasmiques. Si ce stress est prolongé, la cellule produit des
ROS (Reactive oxygen species) qui conduisent a la mort cellulaire. Plus récemment, il a été
démontré que la CyPB a un réle important a jouer dans cette réponse UPR. En effet, le

promoteur du gene de la CyPB présente des €léments de réponse similaires a ceux retrouves
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sur les génes codant les chaperones impliquées dans la réponse UPR, et son expression est
augmentée en cas de stress du réticulum endoplasmique. Cette surexpression de CyPB réduit
la génération de ROS et par conséquent I’apoptose des cellules induite par 1'utilisation de
drogues bloquant la mise en conformation des protéines. L utilisation de mutants de la CyPB
déficients pour son activité¢ isomérase a €galement permis de démontrer que son activité
PPIase est nécessaire afin d’inhiber les effets engendrés par un stress prolongé du réticulum

endoplasmique (Kim et al., 2008).

L’AIF (Apoptosis-inducing factor) est une protéine a activit¢ NADH oxydase
contenue dans I’espace intermembranaire mitochondrial. Suite & un stimulus apoptotique, ce
facteur est transloqué jusqu’au noyau ou il induit la dégradation de I’ADN selon un
mécanisme caspase indépendant. Candé et al. (2004) ont montré que pour induire la lyse de la
chromatine, une interaction est nécessaire entre AIF et la CyPA et que cette activité ne
requiert pas son domaine PPlase. Par ailleurs, dans des cellules n’exprimant pas la CyPA, AIF
est incapable d’induire I’apoptose. Dans le cas d’hypoxie/ischémie cérébrale, les dommages
causés au cerveau sont moins importants chez les souris déficientes pour la CyPA que pour
les souris normales, du a une diminution de la translocation de AIF au noyau en absence de

CyPA (Zhu et al., 2007).

D’autres travaux ont montré¢ que la CyPA a un role anti-apoptotique, notamment en
séquestrant le cytochrome ¢ (Cyt ¢). Cette protéine présente dans 1’espace inter-membranaire
de la mitochondrie est libérée lors d’événements apoptotiques. Une fois dans le cytoplasme, le
Cyt ¢ est impliqué dans la formation de I’apoptosome qui active la pro-caspase-9 et -3. In
vitro, la CyPA inhibe I’activation de la pro-caspase-3 par le Cyt c. De plus, dans les tissus
cérébraux qui expriment fortement la CyPA de fagon constitutive, des dimeres de CyPA/Cyt ¢
ont été retrouvés. Dans des cellules cancéreuses, des complexes CyPA/Cyt ¢ sont retrouvés
suite a I’induction de I’apoptose, suggérant que la CyPA est capable d’inhiber 1’apoptose en

séquestrant le Cyt ¢ dans les cellules tumorales (Bonfils ez al., 2010).

De nombreuses études ont révélé une augmentation de 1’expression de la CyPA dans
divers cancers tels que le cancer du poumon a petites cellules, le cancer du sein, le cancer de
I’cesophage, 1’adénocarcinome pancréatique ou encore 1’hépatocarcinome (Lee & Kim, 2010).
Les cellules surexprimant la CyPA montrent une forte activation de la voie p44/p42 MAPK
responsable de la prolifération et de la migration cellulaire. D’ailleurs 1’invalidation de

I’expression de la CyPA entraine une diminution de la croissance tumorale (Howard et al.,
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2004 ; Obchoei et al., 2011). Dans les tumeurs solides, des ROS sont continuellement générés
au niveau de la région hypoxique de la tumeur. Pourtant, I’apoptose de ces cellules n’a pas
lieu. Bien que la mécanisme ne soit pas encore €tabli, la CyPA aurait un effet antioxydant et
par conséquent anti-apoptotique et 1’inhibition de son activité¢ PPIase par I'utilisation de CsA
restaure 1’apoptose induite par des drogues anticancéreuses (Choi et al., 2007 ; Han et al.,

2010 ; Lee, 2010).

B. 6. Régulation du transport des protéines

La CyPB et la chaperone Hsp47 sont associées au procollagéne dans le réticulum
endoplasmique et les vésicules pré-golgiennes de sécrétion. La dissociation est fonction de
I’état de maturation du procollagéne qui implique ’activit¢ PPlase de la CyPB. En effet, le
traitement des fibroblastes murins par la CsA diminue le taux de collagéne mature et retarde

sa sécrétion (Smith et al., 1995).

La CyPA a été impliquée dans le transport a la membrane de I’échangeur sodium-
calcium NCX1 (Na*-Ca’" exchanger I). L’invalidation de I’expression de la CyPA conduit &
une diminution de I’expression de I’échangeur a la surface des cellules sans modifier son taux
d’expression cellulaire. Par ailleurs, il semblerait que 1’activité PPlase de la CyPA ne soit pas
nécessaire a 1’expression fonctionnelle de NCX1 (Kimchi-Sarfaty et al., 2002 ; Elbaz et al.,

2010).

Récemment, la CyPB a ¢été décrite comme une protéine interagissant avec la pompe
sodium/potassium (Na/K-ATPase) et nécessaire a son activité au sein d’une lignée de cellules
rénales humaines. L’utilisation d’ARN interférents dirigés contre la CyPB et le relargage de la
CyPB depuis le réticulum endoplasmique jusqu’au milieu extracellulaire grace a la CsA ont
permis de mettre en évidence un défaut de localisation de la pompe Na/K-ATPase au niveau
de la membrane plasmique. Ces données ont permis de révéler un nouveau role de la CyPB
dans la mise en conformation de la pompe Na/K-ATPase et son trafic depuis le compartiment

réticulaire jusqu’a la membrane plasmique (Sufié et al., 2010).

D’autres travaux ont impliqué la CyPB dans la maturation et le transport de protéines,
notamment 1’isoforme 1 du cotransporteur Na'-dicarboxylate (NaDC1) présent au niveau des
cellules rénales. Des expériences d’invalidation de I’expression de la CyPB ont montré qu’en

plus de participer a la mise en conformation et au trafic cytosolique de NDCI1, la CyPB régule
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¢galement la synthése du transporteur. De plus, son réle de chaperone dans la maturation du
transporteur n’implique pas son activité PPlase mais sa capacité a interagir avec NaDC1 au

niveau du réticulum endoplasmique (Bergeron ef al., 2011).

B. 7. Cyclophilines et virus

En 1993, des expériences de doubles hybrides visant a trouver des protéines
interagissant avec les protéines de la capside du HIV-1 ont permis de découvrir que les CyPA
et CyPB forment des complexes stables avec la p55Gag et la gp120 du virus (Luban et al.,
1993 ; Franke et al., 1994 ; Endrich & Gehring, 1998). Pourtant, seule la CyPA est retrouvée
incorporée dans les virions durant 1’assemblage du virus. Par ailleurs, I’interaction de la
CyPA avec la protéine Gag du HIV-1 est spécifique puisque les protéines équivalentes chez
d’autres retrovirus tels que le HIV-2, le SIV ou encore le Mo-MLV n’interagissent pas avec la
CyPA (Luban et al., 1993 ; Franke et al., 1994 ; Thali et al., 1994). Cette interaction est
indispensable pour la réplication du virus au sein de la cellule hdote puisque la CyPA est
requise dans les premicres étapes du cycle infectieux du virus, étapes qui interviennent apres
la fixation du HIV-1 et la fusion membranaire, mais avant 1’action de la transcriptase reverse
et la réplication du génome viral (Braaten et al., 1996). Par ailleurs, la CyPA ne jouerait
aucun role dans 1’assemblage, la maturation et la stabilit¢ du HIV-1 (Wiegers et al., 1999 ;

Chiu et al., 2002).

Suite a son incorporation, la CyPA peut étre transloquée a la surface du virus et est
alors capable d’interagir avec des récepteurs présents a la surface des cellules cibles. Les
protéoglycanes a chaines héparanes sulfates (HSPG) et plus particuliecrement les syndécans
ont été identifiés comme des co-récepteurs du virus HIV-1. L’interaction de la CyPA
incorporée dans I’enveloppe virale avec les chaines héparanes sulfates (HS) présentes a la
surface des cellules hotes constitueraient une étape initiale dans I’attachement du virus,
permettant ainsi I’interaction entre la gp120 virale et les molécules CD4 des cellules cibles
(Saphire et al., 1999 ; Saphire et al., 2000). Cependant, Zhang et al. (2002) ont exclus un rdle
majeur des protéoglycanes dans 1’attachement de la plupart des souches du HIV-1 aux
cellules cibles. En recherchant de nouveaux co-récepteurs du virus HIV-1, Pushkarsky et al.
(2001) ont mis en évidence une interaction entre la CyPA incorporée dans 1’enveloppe virale

et le CD147 présent a la surface des cellules cibles. Ce récepteur intervient dans la fixation et
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I’entrée du virus dans ses cellules cibles, confirmant ainsi le role fonctionnel de la CyPA dans

le cycle infectieux du HIV-1.

Si la CyPA semble nécessaire a I’infection du HIV-1 dans les cellules humaines, il en
est tout autre pour les singes de la famille des cercopitheques. En 2004, Stremlau ef al. ont
découvert par criblage de banque d’ADNc de macaques rhésus une protéine intracellulaire
antivirale, thTRIMSa (tripartite motif protein 5), impliquée dans la résistance au HIV-1. Les
TRIMs forment une famille de protéines ubiquitaires présentant toutes une structure
constituée de trois domaines impliqués dans des interactions protéine-protéine ou ayant une
activité ubiquitine E3 ligase. La principale différence au sein de la famille TRIM réside dans
I’extrémité C-terminale qui leur confére une importante diversité fonctionnelle (McNab et al.,
2011). Pour TRIMS, cette extrémité appelée B30.2 est constituée de la répétition des
séquences PRY et SPRY et est impliquée dans la reconnaissance des protéines de la capside
du rétrovirus. De plus, ’ARNm codant pour TRIMS présente des épissages alternatifs,
générant ainsi des isoformes TRIMS qui possédent des domaines C-terminal de longueurs
variables responsables de la spécificité antivirale. Ainsi, TRIM5a est capable d’interagir avec
la capside du HIV-1 mais pas avec celle du HIV-2, du SIV ou encore du MLV (Stremlau et
al., 2005, Towers, 2007). Bien que I’on sache que TRIMS5a agit apres 1’entrée du virus dans la
cellule hote, le mécanisme antiviral n’a pas encore été élucidé. Toutefois, le role de la CyPA
dans cette activité a bien été établi. En effet, chez les singes de I’ancien monde, la CyPA
diminue l’infection par le HIV-1 mais uniquement en présence de TRIMSa. D’ailleurs,
I’utilisation de CsA ou I’inhibition de I’expression de la CyPA par ARN interférence réduit
I’activité antivirale de TRIMS5a. Par contre, des virus présentant une mutation au niveau de la
liaison prolyle 'GP des protéines de la capside ne sont pas sensibles a I’activité¢ de
TRIMS5a. Ces données suggerent que le role de la CyPA est de modifier la conformation de
cette liaison peptidique afin de favoriser I’interaction de TRIMS5a avec la capside virale

(Berthoux et al., 2005).

De facon surprenante, une protéine chimére TRIMCyp a été découverte chez les
singes du genre Aotus (singe nocturne). Résultant de la duplication et de I’insertion de I’ADN
codant pour la CyPA en lieu et place du domaine B30.2 de TRIMS, TRIMCyp présente la
méme propriété antivirale que TRIMS5a, a I’exception que I’interaction entre TRIMCyp et la
capside virale ne fait plus intervenir le domaine B30.2 mais le domaine CyPA (Sayah et al.,
2004). Une telle protéine chimere a également été retrouvée chez le macaque. Toutefois,

celle-ci ne présente pas d’activité antivirale a I’encontre du HIV-1 mais envers le HIV-2 et le
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FIV, du a une insertion différente de la séquence codant la CyPA sur le géne TRIMS (Wilson
et al.,2008).

Une implication des CyPA et CyPB dans la réplication du HCV (hepatite C virus) a
¢galement été décrite. Toutefois, les auteurs ne semblent pas d’accord quant au role exact de
ces protéines dans la réplication du virus. Watashi et al. (2005) ont montré que la CyPB
interagit avec la protéine virale NS5B (nonstructural protein 5B), une ARN polymérase
ARN-dépendante, essentielle a la réplication du génome viral. Cette interaction aurait pour
conséquence de faciliter la fixation de NS5B a I’ARN, permettant ainsi une meilleure activité
enzymatique de la polymérase. D’ailleurs, en 2009, Heck ef al. ont confirmé eux aussi
I’interaction de la CyPB avec la protéine virale et son implication dans la réplication du virus.
Pourtant, de récents travaux ont contesté¢ ces données. L’invalidation de 1’expression des
CyPA et CyPB ont suggéré que seule la CyPA est nécessaire a la réplication du HCV (Yang
et al., 2008 ; Chatterji et al., 2009 ; Kaul ef al., 2009). Toutefois, le role précis de la CyPA n’a
pas encore ¢été clairement déterminé méme s’il a été établi qu’elle interagit avec NS5B et la

phosphoprotéine NS5A (Chatterji et al., 2010).

Il a également ét¢ démontré que la CyPB participe a I’infection par le virus de
I’encéphalite japonaise (JEV). En invalidant 1’expression de la CyPB, le JEV est toujours
capable d’infecter les cellules cibles mais présente un défaut de réplication de son génome, di

a une absence d’interaction entre la CyPB et la protéine virale NS4 (Kambara et al., 2011).

Récemment, un rdle de la CyPB extracellulaire dans I’infection par certaines especes
de papillomavirus humains (HPV) a ¢ét¢ identifié. Suite a 1’attachement du virus a la surface
de la cellule cible via les HSPG, les protéines de la capside du HPV subissent un changement
conformationnel qui génére I’exposition d’un épitope nécessaire a I’entrée du virus dans la
cellule. L’ utilisation de CsA bloque I’infection par le HPV16. De méme, une inhibition de
I’expression de la CyPB dans les cellules hdtes entraine une baisse de 1’internalisation de ce
virus. La mutation d’un potentiel site de fixation de la CyPB sur HPV16 rend I’épitope
impliqué dans I’internalisation du virus accessible. Toutefois, ces mutants ont toujours besoin
de la CyPB pour une infection compléte, suggérant que cette derniére intervient €galement

apres I’internalisation du HPV16 (Bienkowska-Haba et al., 2009).
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C. Propriétés des cyclophilines sécrétées

C. 1. Sécrétion des CyPA et CyPB lors de I'inflammation

La CyPB présente dans sa séquence codante un peptide signal qui lui permet d’étre
dirigée vers la voie de sécrétion. Elle est d’ailleurs retrouvée dans les milieux biologiques tels
que le lait, le plasma (Spik et al, 1991 ; Allain et al, 1995). La CyPB est également
constitutivement sécrétée dans les milieux de culture de fibroblastes, de kératinocytes ou de
chondrocytes (Caroni et al., 1991 ; Gonzalez-Cuadrado et al., 1996 ; De Ceuninck et al.,
2003 ; Fearon et al., 2011). De plus, cette sécrétion peut €tre augmentée en réponse a des
stimuli inflammatoires. Ainsi, Gonzalez-Cuadrado et al. (1996) ont montré que 1’expression
de ’ARNm de la CyPB est supérieure dans des fibroblastes rénaux interstitiels activés par des
cytokines pro-inflammatoires comme 1’'IP10 (Interferon inducible protein 10) et MCP-1
(Monocyte chemotactic protein-1). Dans des CMLV stimulées par un inducteur de ROS, la
CyPB est retrouvée sécrétée dans le milieu de culture (Liao et al., 2000). Chez des patients
atteints de septicémie ou infecté par le HIV, le taux de CyPB mesuré dans leur sérum est
supérieur a celui retrouvé chez des patients sains (Tegeder ef al., 1997 ; Endrich & Gehring,
1998). Dans un mode¢le murin d’asthme allergique, la CyPB est retrouvée dans les voies
respiratoires (Gwinn et al., 2006 ; Balsley et al., 2010). De plus, des études ont montré que la
sécrétion de la CyPB est fortement augmentée en réponse a la CsA, et ce de fagon dose
dépendante (Price et al., 1994 ; Gonzalez-Cuadrado ef al. 1996 ; Denys et al., 1998a ; Fearon
etal.,2011). De Ceuninck et al. (2003) ont montré que la CyPB sécrétée par les chondrocytes
traités par la CsA se retrouve fixée aux protéoglycanes de la matrice extracellulaire,
permettant ainsi sa présentation aux leucocytes en cours de recrutement, comme c’est le cas
pour les chimiokines, cytokines et facteurs de croissance. De plus, 1’action de
métalloprotéinases (MMPs)-1, 2, 3, 9 et 13 dégradant la matrice extracellulaire permet une

libération de la CyPB intacte qui devient alors immédiatement disponible pour les cellules.

A D'inverse de la CyPB, la CyPA n’est pas sécrétée de facon constitutive et ne se
retrouve pas dans le sérum de patients sains (Allain et al., 1995). Par contre, elle est présente
dans le sérum de patients atteints de septicémie ou infectés par le HIV (Tegeder et al., 1997 ;
Endrinch & Gehring, 1998 ; Dear et al., 2007), mais aussi dans les zones riches en
macrophages dans les liquides synoviaux de patients atteints de polyarthrite rhumatoide

(Billich et al., 1997 ; Kim et al., 2005) ou encore dans les lavages broncho-alvéolaires d’un
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modele murin d’asthme allergique (Gwinn et al., 2006 ; Balsley et al., 2010). Par ailleurs, la
CyPA est fortement sécrétée par les macrophages et les cellules endothéliales en réponse au
LPS (Sherry et al., 1992 ; Kim et al., 2004). Plus récemment, la CyPA a été impliquée dans
les maladies cardiovasculaires. En effet, dans les CMLV, la CyPA est sécrétée en réponse a
un stress oxydatif (Jin et al., 2000 ; Suzuki et al., 2006). Dans des modeles in vivo
d’athérosclérose, la CyPA est fortement exprimée au niveau des athéromes (Jin et al., 2004).
Par ailleurs, des myocytes cardiaques de rat en culture soumis a une hypoxie/réoxygénation
sécretent la CyPA (Jin et al., 2000 ; Séko et al., 2004). Ces résultats ont d’ailleurs été
confirmé in vivo dans un modele de ligature vasculaire et d’ischémie/reperfusion (Séko et al.,

2004 ; Satoh et al., 2008).

Les mécanismes impliqués dans la régulation de la sécrétion des CyPA et CyPB n’ont
pas encore ¢été clairement établis. Si la CyPB est retenue au réticulum endoplasmique grace a
son extrémité C-terminale VEKPFAIAKE, Mariller et al. (1996) ont montré que la CyPB
retrouvée dans le lait de femme correspond a une forme tronquée de la CyPB, dépourvue des
5 derniers acides aminés AIAKE. Plus récemment, des études ont montré que la sécrétion de
la CyPB en réponse a la CsA dans les kératinocytes se fait par la voie constitutive. De plus, la
rétention de la CyPB dans le réticulum endoplasmique fait intervenir son domaine de fixation
a la CsA, ce qui explique son importante sécrétion lors de [’utilisation de
I’immunosuppresseur (Fearon et al., 2011). La CyPA n’est quant a elle pas retrouvée dans les
milieux extracellulaires en absence de stimuli inflammatoires, suggérant que sa sécrétion se
fait par un transport vésiculaire hautement régulé. Dans les CMLV, Suzuki et al. (2006) ont
montré que suite a la stimulation par un inducteur de ROS, la sécrétion de la CyPA implique
le remodelage de I’actine et de la myosine II, deux événements dépendants de 1’activité de la

Rho kinase et des Rho-GTPases RhoA et Cdc42.

C. 2. Les récepteurs de la CyPB

La découverte de cyclophilines dans les milieux biologiques et la description
d’activités associées a ces formes sécrétées ont suggéré 1’existence de sites de fixation a la

surface des cellules ainsi que de voies de signalisation associées au récepteur.
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C. 2. a. Caractérisation des sites de fixation

En 1994, Allain et al. ont montré que la CyPB se fixe de fagon spécifique a la surface
des cellules de la lignée lymphoblastique Jurkat et des lymphocytes T purifiés du sang avec
un Kd = 12 + 2 nM et un nombre de sites de liaison estimé a 35000 = 17000 par cellule. Des
expériences de cytofluorimétrie en flux réalisées au Laboratoire ont permis de montré que
seuls les lymphocytes T fixent la CyPB et que cette interaction a lieu préférentiellement avec
les lymphocytes T CD4+. Les cellules activées in vifro par un anticorps anti-CD3 présentent
un nombre moins important de récepteurs que les cellules naives tandis que 1’affinité reste
constante, suggérant une régulation négative de I’expression des récepteurs. De plus, la
fixation de la CyPB sur les lymphocytes circulants est hétérogene, indiquant un nombre
variable de site de fixation a la surface des cellules. D’ailleurs, d’importantes variations inter-
individuelles dans la fixation de la CyPB sont observées. L.’ensemble des données montre que
I’expression des sites de fixation de la CyPB est dépendante a la fois du type cellulaire et de

1’état d’activation des cellules (Denys et al., 1997).

La CyPA possede également des sites de fixation a la surface des lymphocytes T
CD4+. D’ailleurs elle interagit avec un complexe de haut poids moléculaire impliqué dans le
processus d’infection du HIV-1 (Sherry et al., 1998). De plus, la découverte de réponses
cellulaires induites par la CyPA et la CyPB a suggéré 1’existence de récepteurs fonctionnels
communs aux deux protéines (Sherry ef al., 1998 ; Allain et al., 1999 ; Yurchenko et al.,
2001, 2002 ; Allain et al., 2002). Par la suite, il a ét¢ démontré que les CyPA et CyPB sont
capables de se fixer sur de nombreuses cellules telles que les neutrophiles, les plaquettes ou
encore les cellules endothéliales de capillaires cérébraux et les astrocytes (Allain et al., 1999 ;

Carpentier et al., 1999a ; Yurchenko et al., 2001).

Les travaux menés au Laboratoire ont ensuite montré qu’il existe a la surface des
lymphocytes T deux types de sites de fixation pour la CyPB présentant des affinités
différentes. Un traitement des cellules par la trypsine ou par un tampon de pH acide inhibe
toute interaction entre la CyPB et le site de fixation I, suggérant un récepteur de nature
protéique. La CyPB présente une forte affinité pour 1’héparine et cette interaction n’est
rompue que par 1’ajout d’une solution de NaCl a 0,6 M. Par ailleurs, un traitement des cellules
a I’héparinase entraine une diminution de moiti¢ de la fixation de la CyPB avec le site de
fixation II. Ces résultats ont donc montré que le second site correspond a des chaines

héparanes sulfates portées par les protéoglycanes membranaires (Denys et al., 1998b).

© 2012 Tous droits réservés. http//dcg:dmlv-lllle’l fr



Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

Parallelement a ces travaux, d’autres équipes ont cherché a caractériser les récepteurs
potentiels des cyclophilines. En recherchant de nouveaux co-récepteurs du virus du HIV-1,
Pushkarsky ef al. (2001) ont mis en évidence une interaction entre la CyPA incorporée dans
I’enveloppe virale et le CD147 présent a la surface des cellules cibles. Les travaux qui ont
suivis ont onfirmé que le CD147 est bien le récepteur protéique fonctionnel des CyPA et

CyPB (Yurchenko ef al., 2001 ; Yurchenko et al., 2002).

C. 2. b. Fixation de la CyPB sur le CD147

Le CD147 appartient a la superfamille des immunoglobulines. Il est exprimé a la
surface de nombreux types cellulaires comme les cellules hématopoiétiques, endothéliales,
épithéliales ou leucocytaires. Il est constitué d’une partie N-terminale extracellulaire
comportant deux domaines Ig, d’un domaine transmembranaire et d’un court domaine
cytoplasmique. L’ARNm du CD147 code pour une protéine de 28 kDa qui est ensuite N-
glycosylée, lui donnant ainsi une masse comprise entre 44 et 46 kDa. De nombreuses activités
ont ¢été attribuées au CD147. 1l est capable d’induire 1’expression de MMPs, ce qui lui confere
un rdle important dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques comme
I’homéostasie tissulaire, le remodelage articulaire mais aussi dans les cancers et les maladies
inflammatoires chroniques (Gabison et al., 2005 ; Yurchenko et al., 2010). Le CD147 est
¢galement impliqué dans des phénomenes d’adhérence cellulaire. En effet, il co-localise avec
des molécules d’adhérence au niveau des zones de contact intercellulaire et interagit avec les
intégrines a3p1 et a6f1 (Berditchevski ef al., 1997). Le CD147 participe a 1’activation des
intégrines et son activation induit I’agrégation homotypique de cellules monocytaires via
I’activation de la voie LFA-1 (Leukocyte function-antigen-1) /| 1-CAM-1 (Inter-cellular
adhesion molecule-1) (Kasinrerk et al., 1999). Le CD147 agit également comme une protéine
régulatrice de I’activation des lymphocytes. Dans un systéme de co-culture entre lymphocytes
et cellules stimulatrices, I’incubation d’un anticorps activateur du CD147 avec les cellules
présentatrices d’antigéne inhibe la prolifération des lymphocytes (Stonehouse et al., 1999 ;

Woodhead et al., 2000).

La fixation de la CyPB sur le CD147 est caractérisée par un Kd de 14 + 4 nM avec un
nombre de sites égal a 25000 = 10000 par lymphocyte T (Denys et al., 1998b). Cette fixation
entraine une internalisation rapide du CD147, suggérant que celui ci est un récepteur

fonctionnel. Apres internalisation, la CyPB entre dans les vésicules acides ou elle est
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dégradée tandis que le CD147 est recyclé a la surface cellulaire (Allain et al., 1994 ; Denys et
al., 1998b ; Allain et al., 1996). La CyPA interagit également avec le CD147. Toutefois,
I’affinité entre la CyPA et le récepteur est trés faible avec un Kd qui serait équivalent a celui
d’une enzyme pour son substrat (Allain ef al., 2002 ; Yurchenko et al., 2002 ; Schlegel et al.,
2009).

Des expériences réalisées au Laboratoire ont montré que la CsA, comme la CyPC,
inhibe la fixation de la CyPB au CD147 (Denys et al., 1998b). Ces résultats ont suggéré que
la région centrale conservée des cyclophilines est impliquée dans la fixation au récepteur
protéique. Carpentier et al. (1999b, 2002) ont alors recherché, a 1’aide de cyclophilines
recombinantes mutées, les acides aminés nécessaires dans cette interaction. Les résidus Arg®
et Phe® interviennent dans ’activité PPIase de la CyPB tandis que les résidus Phe®’ et Tyr'*®
sont impliqués dans la fixation de la CsA. Ces résultats sont en accord avec ceux de
Zydowsky et al. (1992) qui démontraient que le domaine de fixation de la CsA a la CyPA
recouvre partiellement le site enzymatique de la protéine. Ainsi, contrairement a la mutation
des résidus du site catalytique, la mutation de la Tyr'?® de la CyPB abolit sa fixation au
CD147. Ce résidu étant conservé entre les cyclophilines, il pourrait justifier que la CyPA et la
CyPC se fixent également au CD147. Toutefois, d’autres acides aminés, localisés a proximité
de la poche de fixation de la CsA sont impliqués dans cette interaction. Ainsi les résidus
Arg’, Gly”’, Lys"% Asp'> et Asp"® interviennent également dans I’interaction entre la
CyPB et le CD147 (Figure 5). La CyPA et la CyPC ne possédant pas intégralement ces cinq

acides aminés présentent une moindre affinité¢ que la CyPB pour le CD147.

Au Laboratoire, il a ét¢é démontré qu’une autre protéine est impliquée dans les
réponses induites par la CyPB (Melchior ef al., 2008). 11 s’agit du CD98, une glycoprotéine
homodimérique largement exprimé a la surface cellulaire. Cho ef al. (2001) ont montré que
des anticorps dirigés contre le CD98 induisent une agrégation homotypique des monocytes
selon un mécanisme dépendant de I’activation des intégrines B1 avec lesquelles il est associé.
De plus des anticorps anti-CD147 inhibent cette agrégation induite par le CD98, démontrant
la participation du CD147 dans ce processus cellulaire. Aucune interaction entre la CyPB et le
CD98 n’a été¢ démontrée. Pourtant des expériences de co-immunoprécipitation ont permis de
mettre en évidence des interactions entre le CD98, le CD147 et les intégrines B1, suggérant un

role de co-récepteur du CD98 pour la CyPB (Melchior et al., 2008).
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Figure 5 : Identification des régions de la CyPB impliquées dans I’activité enzymatique
et dans la fixation aux chaines HS et au récepteur protéique.

C. 2. c. Fixation de la CyPB aux chaines héparanes sulfates

La fixation de la CyPB sur son récepteur de type II est caractérisée par un Kd de 10,5
+ 1,5 nM avec un nombre de sites estimé a 70000 = 25000 par cellule. La forte affinité de la
CyPB pour I’héparine a suggéré que le site de fixation est un protéoglycane membranaire a
chaine héparanes sulfates (HSPG). D’ailleurs, la fixation de la CyPB sur ses cellules cibles est
inhibée lorsque ces cellules ont subi un traitement a 1’héparinase ou lorsqu’elles sont mises en
présence d’héparine libre (Denys et al., 1998b). Mariller et al. (1996) ont montré que
I’extrémité N-terminale de la CyPB inhibe fortement la fixation de la protéine aux cellules.
L’utilisation de CyPB mutée a permis de montrer que les acides aminés *KKK’ et '*YFD'®
sont impliqués dans I’interaction de la CyPB avec les HS (Figure 5). Le tripeptide YFD a d¢ja
été décrit comme un motif de liaison du collagene IV a I’héparine et pourrait renforcer les
interactions ioniques des HS chargés négativement avec la séquence KKK’ de la CyPB
(Carpentier et al., 1999b). La CyPB mutée pour d’autres acides aminés ne présente pas de
défaut de fixation au HS, confirmant que seul I’extrémité N-terminale est impliquée dans les
interactions avec le site de type II. La CyPA, qui ne possede pas cette extrémité N-terminale,
est cependant capable d’interagir avec les HS grace a une région basique localisée en position
C-terminale (Saphire ef al., 1999). Toutefois, cette interaction entre la CyPA et les HS est
faible puisque la CyPA est ¢luée a faible force ionique d’une colonne d’héparine immobilisée

(0,15 M NaCl contre 0,6 M NaCl pour la CyPB). De plus, la CyPA n’entre pas en compétition
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avec la CyPB pour les sites glycanniques des lymphocytes T (Mariller et al., 1996 ; Denys et
al., 1998b).

Au Laboratoire, des expériences ont été menées afin de déterminer ’HSPG impliqué
dans la fixation de la CyPB. Pakula ef al. (2007) ont démontré que le CD147 est associé avec
le syndécan-1, un complexe qui semble étre stabilisé et/ou augmenté lorsque les cellules sont
stimulées par la CyPB. Les syndécans constituent une famille de 4 HSPG (syndécan-1 a -4),
formés d’un domaine extracellulaire qui porte entre 3 et 5 chaines glycosaminoglycanes
(GAGs) majoritairement de type HS, d’un domaine transmembranaire et d’un domaine
cytoplasmique court. Si les domaines transmembranaires et cytoplasmiques sont conservés, ce
n’est pas le cas du domaine extracellulaire qui varie d’un syndécan a I’autre, a I’exception des
régions sensibles a la protéolyse et des sites d’attachement des GAGs (Esko & Lindahl,
2001).

De fagon similaire au CD147, le syndécan-1 est principalement exprimé sur les
cellules endothéliales et épithéliales, les lymphocytes et les monocytes/macrophages.
Pourtant, toutes ces cellules ne répondent pas a la CyPB. Un élément variable du récepteur de
la CyPB est la partie HS du syndécan-1. Cette variabilité structurale est dépendante des
enzymes de biosynthése et de maturation des HS exprimée ou non par les différents types
cellulaires. En effet, I’interaction entre la CyPB et chaines GAGs ne se résument pas a de
simples interactions ioniques, mais font intervenir des motifs glycanniques spécifiques
reconnus par la CyPB. Au Laboratoire, la caractérisation structurale du motif HS interagissant
avec la CyPB a été réalisée. Dans un premier temps, la taille minimale du motif HS reconnu
par la CyPB a ét¢ déterminée par une technique de retard sur gel en condition non dénaturante
couplée a I'utilisation d’oligosaccharides fluorescents. Les résultats obtenus ont démontré que
la taille minimale du motif héparinique reconnu par la CyPB correspond a un octasaccharide.
De plus, I’analyse structurale de la CyPB a permis mettre en évidence ’arrangement des
tripeptides KKK’ et '“YFD' qui forment une gouttiére dans laquelle un motif
octasaccharidique peut de loger (Vanpouille et al., 2004) (Figure 6). Des expériences de
compétition de fixation de la CyPB par des dérivés hépariniques modifiés et 1’analyse par
¢lectrophorese du motif HS reconnu par la CyPB ont permis de mettre en évidence la
présence en position 2 non réductrice de I’octasaccharide d’une glucosamine 3-O-sulfatée,
une modification rare qui est importante pour la fixation de la CyPB (Vanpouille et al., 2007)
(Figure 7). D’ailleurs, I’invalidation par ARN interférence des 3-O-sulfotransférases 3 (3-

OST-3) impliquées dans la génération de ce motif inhibe la fixation de la CyPB aux cellules
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cibles (Vanpouille et al., 2007) (Figure 8).

Figure 6 : Représentation tridimensionnelle de l'interaction entre la CyPB et un
octasaccharide héparinique. Les tripeptides *KKK®> et 'YFD' interagissant avec
I'octasaccharide sont indiqués. lls sont arrangés dans la structure de la CyPB de telle fagon
qu’ils délimitent une gouttiere dans laquelle un motif octasccharidique peut se loger (d’aprés
Vanpouille et al., 2004).

X :Hou SOy
COO CH,0-X o CH,0-X coo CH 0-X coo CHZO -X
Mso%m M “M? M e
NH -S0; NH -SO; NH -SO;

Figure 7 : Caractéristiques structurales du motif héparinique reconnu par la CyPB.

C. 3. Réponses moléculaires induites par la CyPA et la CyPB

La présence de cyclophilines dans les milieux extracellulaires et I’identification de

leurs récepteurs suggerent 1’existence de voies de signalisation activées par ces protéines.

Les travaux menés sur les CyPA et CyPB ont montré que leur fixation engendre un
flux calcique intracellulaire (Allain et al., 1999, 2002 ; Yurchenko et al., 2001, 2002). Dans
les lymphocytes T, la concentration en Ca®" passe de 95 = 15 nM a 550 + 240 nM aprés
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stimulation par la CyPB. Les cellules répondent également a la CyPA mais dans une moindre
mesure (220 £ 60 nM) (Allain et al., 2002). Les réponses induites par les CyPA et CyPB sont
dépendantes du CD147. En effet, une augmentation du flux calcique est observée dans les
cellules CHO a condition qu’elles soient transfectées avec le récepteur des cyclophilines
(Yurchenko et al., 2001). De plus, une pré-incubation de la CyPB avec la CsA entraine une
diminution du flux calcique (Allain ef al., 2002). La fixation de la CyPB aux chaines HS
potentialise également 1’effet de la protéine puisque la CyPB mutée (CyPBkkk-) incapable de
se fixer aux chaines GAGs induit un flux calcique similaire a celui obtenu par la CyPA

(Allain et al., 2002).

La fixation des cyclophilines induit la phosphorylation des protéines ERK1/2
(Extracellular  signal regulated protein kinase) dans les lymphocytes T, les
monocytes/macrophages, les CMLV ou encore dans les cellules cancéreuses de poumon
(Yurchenko et al., 2001, 2002 ; Jin et al., 2000 ; Yang et al., 2007 ; Pakula et al., 2007 ;
Melchior et al., 2008). De fagon similaire au flux calcique, 1’activation de ERK1/2 nécessite
la présence du CD147 et fait intervenir 1’activité PPlase des cyclophilines (Yurchenko ef al.,
2001, 2002 ; Pakula et al., 2007 ; Melchior et al., 2008). Par ailleurs, le traitement des
lymphocytes T a I’héparinase ou ’utilisation d’ARN interférence dirigé contre le syndécan-1
inhibe I’activation de ERK1/2 par la CyPB (Pakula et al., 2007). Le CD98 est ¢galement
important dans 1’activation de la voie p44/p42 MAPK puisque des monocytes/macrophages
n’exprimant plus le co-récepteur ne répondent plus a la CyPB. De plus, I’activation de la voie
p44/p42 MAPK nécessite 1’activation préalable de la PI3K (Phosphatidy! inositol 3 kinase) et
de la PKC (protein kinase C)-6 (Melchior et al., 2008) (Figure 9).

L’activation des deux autres voies MAPK par la CyPA a également été décrite.
Toutefois ces données sont controversées. En effet, I’activation de p38 MAPK et INK (c-Jun
amino-terminal kinase) est observée dans les monocytes, les cellules endothéliales, les
myocytes de rat ou encore dans les cellules pancréatiques cancéreuses (Jin et al., 2004 ; Séko
et al., 2004 ; Li et al., 2006 ; Yuan et al., 2010). Pourtant dans les cellules cancéreuses de
poumon, dans les monocytes/macrophages et dans les cellules de la lignée CHO exprimant le
CD147, aucune activation de p38 MAPK ou de JNK n’est observée suite a la stimulation par
la CyPA (Yurchenko et al., 2002 ; Li et al., 2006 ; Yang et al., 2007 ; Yang et al., 2008).
Dr’ailleurs, Payeli ef al. (2008) ont mis en évidence le role d’endotoxines contaminantes dans
les réponses observées suite a la stimulation de cellules endothéliales et de

monocytes/macrophages par la CyPA commerciale.
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Figure 8 : Biosynthése des héparanes sulfates. La biosynthése des chaines HS est un

processus golgien qui débute par la formation

d’'un tétrasaccharide. L’élongation de la chaine

se poursuit par l'ajout successif de résidus de glucosamine N-acétylée et d’acide
glucuronique. Le polymeére est ensuite modifié par une série de réactions enzymatiques
séquentielles ou les produits d’'une réaction deviennent les substrats de la suivante. Le

PAPS

(3’-phosphoadénosine-5’phosphosulfate)

fournit les groupements phosphates

nécessaires a la maturation des chaines HS (d’aprés Esko & Lindahl, 2001).
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A Syndécan-1

CD98

Intégrines (31

CD98

Intégrines B1

Figure 9 : Schéma représentant le complexe multimoléculaire impliqué dans I'activité
pro-adhésive de la CyPB. A) En absence de ligand, les molécules de signalisation
potentiellement impliquées sont non activées. B) La fixation de la CyPB sur les chaines HS
du syndécan-1 induit I'isomérisation cis/trans d’une liaison prolyle du CD147, ce qui peut
entrainer des changements de conformation au niveau du CD98. La PI3K peut alors
phosphoryler le PIP2 pour recruter la PDK1, qui peut étre impliquée dans la phosphorylation
de résidus de sérine de la PKC®. Simultanément, une Src kinase peut phosphoryler un
résidu tyrosine de la PKC&. La PKCd activée est recrutée a la membrane et active les
protéines ERK1/2. Cette cascade de signalisation aboutit a I'activation des intégrines (31
impliquées dans I'activité pro-adhésive de la CyPB.
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La CyPA active également la voie NF-xB (Nuclear factor of kB) dans les cellules
endothéliales et les monocytes/macrophages (Jin et al., 2004, Kim et al., 2005 ; Yuan et al.,
2010). Cette activation est dépendante du CD147 et de 1’activation de la voie p44/p42 MAPK
puisque I’utilisation d’anticorps bloquant le CD147 et d’inhibiteur de 1’activation de ERK1/2
inhibe la phosphorylation et la dégradation de IxkB-a (/nhibitor of xB) ainsi que la
phosphorylation de p65 induite par la CyPA.

C. 4. Réponses cellulaires induites par la CyPA et la CyPB

De nombreuses activités biologiques ont ét¢ attribuées aux cyclophilines. En 1991,
Caroni ef al. ont montré que le milieu conditionné de cellules d’insectes exprimant la CyPB
présente une activité mitogéne pour les fibroblastes et les cellules cardiaques de poulet in
vitro. De méme, la CyPA sécrétée en réponse a un stress oxydatif par les CMLV augmente la
croissance de ces cellules selon un mécanisme dépendant de I’activation des kinases ERK1/2,
connues pour étre impliquées dans les phénomenes de prolifération et de survie cellulaire (Jin
et al., 2000). D’ailleurs, des effets de la CyPA sur la prolifération cellulaire et 1’apoptose ont
¢galement été décrits, notamment dans le cas de cancers. En effet, I’incubation en présence de
CyPA recombinante de cellules de cancer du pancréas ou de cancer du poumon augmente la
prolifération de ces cellules, un phénomene qui est dépendant de 1’activité PPlase de la
cyclophiline, de sa fixation au CD147 et de 1’activation des kinases ERK1/2 (Li et al., 2006 ;
Yang et al., 2007). Bauer et al. (2009) ont par ailleurs démontré que 1’ajout de CyPB dans le
milieu de culture de cellules myélomateuses diminue I’apoptose si celles-ci sont déficientes
pour I’expression de la CyPB. De plus, dans le cas de stress oxydatif et d’ischémie in vitro, la

CyPA protege les neurones (Boulos ef al., 2007).

Dés 1992, Sherry et al. et Xu et al. ont montré que la CyPA induit la migration des
¢osinophiles, des neutrophiles et des monocytes isolés du sang. D’autres travaux ont confirmeé
ces résultats et ont mis en évidence une activité chimioattractante identique pour la CyPB
(Yurchenko et al., 2001, 2002). Allain et al. (2002) ont montré que la CyPB présente
¢galement une activité chimioattractante pour les lymphocytes. Cette réponse est plus
importante que celle induite par la CyPA et varie selon les sous-populations lymphocytaires.
Les CD4" répondent plus efficacement que les CD8" et les lymphocytes mémoires CD45RO"
sont plus sensibles que les lymphocytes naifs CD45RA". Récemment Damsker et al. (2007)
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ont repris ces constatations et mis en évidence que les cellules CD4" activées répondent
mieux a la CyPA. L’activité chimioattractante des CyPA et CyPB est dépendante de leur
fixation au CD147 et de I’activation de la voie p44/p42 MAPK qui en découle (Yurchenko et
al., 2001, 2002 ; Damsker et al., 2007). Par contre la fixation de la CyPB aux chaines HS ne
semble pas essentielle puisque la CyPBggk- mutée présente une activité chimioattractante

sensible a la CyPB non mutée, bien que diminuée (Allain et al., 2002).

Des travaux menés au Laboratoire ont montré que la CyPB induit I’adhérence des
lymphocytes T sur la fibronectine, par un mécanisme dépendant de ’activation des intégrines
04P1 et a4p7 (Allain ef al., 2002 ; Carpentier et al., 2002). Cette activité est spécifique a la
CyPB, supposant un role important des chaines HS. En effet, la CyPBkkk- est incapable
d’induire ’adhérence des lymphocytes T et des macrophages a la matrice extracellulaire. Par
ailleurs, cette activité met en jeu le CD147, le CD98, ’activité PPlase de la CyPB et I’activité
de la PI3K et de la PKCo (Allain et al., 2002 ; Pakula et al., 2007 ; Melchior et al., 2008). De
méme, les travaux réalisés avec différentes sous-populations lymphocytaires montrent que la
CyPB agit préférentiellement sur les cellules CD4" que sur les cellules CD8" et notamment

sur les lymphocytes mémoires CD45RO" (Allain et al., 2002).

Si le CD147 est depuis longtemps connu pour induire 1’expression de MMPs, ce n’est
qu’en 2005 que les travaux de Kim ef al. montrent que la fixation de la CyPA sur son
récepteur induit une augmentation de la sécrétion de MMP-9. Depuis, il a clairement été établi
que des monocytes/macrophages stimulés par la CyPA présentent des taux élevés de pro-
MMP-9 et de MMP-9 dans les milieux extracellulaires. Il a d’ailleurs ét¢ démontré que
I’expression de MMP-9 induite par la CyPA est dépendante du CD147 et de I’activation de la
voie p44/p42 MAPK et du facteur de transcription NF-kB (Yang et al., 2008 ; Kim et al.,
2009 ; Seizer et al., 2010 ; Wang et al., 2010 ; Yuan et al.,, 2010). Des données plus
contradictoires concernant la capacité¢ de la CyPA a induire la sécrétion d’autres MMPs sont
¢galement présentes dans la littérature. En effet, Wang et al. (2010) ont montré la sécrétion de
MMP-2 dans les cellules de la lignée THP-1 apres stimulation par la CyPA. Par contre, selon
les travaux de Yang ef al. (2008), la CyPA n’induit pas la sécrétion de MMP-2 dans ces

mémes cellules.

Selon certains auteurs, la CyPA possede également la capacité d’induire 1’expression
de cytokines pro-inflammatoires. Mais encore une fois, ces données se contredisent et la

qualité de la CyPA utilisée lors des expériences est a mettre en cause. Dans les cellules THP-
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1, la CyPA a une concentration de 1 uM est capable d’induire 1’expression de TNF-a (Tumor
necrosis factor-a), d’IL-1p, d’IL-8 ou encore de MCP-1 (Kim et al., 2005). Dans les cellules
pancréatiques cancéreuses, une augmentation de I’expression de I'IL-5 et de I'IL-17 est
¢galement mesurée apres stimulation par la CyPA (Li et al., 2006).Toutefois, Wang et al.
(2010) ne détecte pas de TNF-a, d’IL-1, ou encore d’IL-6 dans les surnageants des cellules
THP-1. Il en est de méme pour Payeli ef al. (2008) qui ne détectent ni TNF-a ni IL-6 dans les

milieux de culture de cellules endothéliales stimulées par la CyPA.

C.5. Implication de la CyPA et de la CyPB dans les
pathologies inflammatoires

Les données décrites ces dernieres années placent les cyclophilines sécrétées parmi les
médiateurs de I’inflammation. La présence des CyPA et CyPB a taux ¢€levés dans les milieux
extracellulaires en cas d’inflammation, leur activit¢ chimioattractante et leur capacité a
induire des facteurs pro-inflammatoires tels que les MMPs supposent un réle de ces protéines
dans la promotion des certaines pathologies dont la polyarthrite rhumatoide, 1’athérosclérose

ou encore 1’asthme allergique.

C. 5. a. Cyclophilines et polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide est une maladie autoimmune qui se traduit par une réaction
inflammatoire exagérée, en particulier de la membrane synoviale, due a une réponse
immunitaire innée et acquise incontrélée et qui conduit a la destruction progressive des
articulations. C’est la maladie rhumatismale chronique la plus fréquence chez I’adulte dont le
déclenchement reste méconnu. La membrane synoviale qui tapisse les articulations sécrete la
synovie qui est une structure pauvre en cellule. Lors de la pathologie, les fibroblastes et
macrophages contenus dans la synovie sont activés. Ils produisent alors des cytokines
inflammatoires qui permettent le recrutement d’autres macrophages mais aussi de
lymphocytes T et B. Cette zone devient alors un lieu de développement chronique de la
maladie, conduisant a la destruction des articulations (Pap et al., 2005 ; Drexler et al., 2008 ;

Bartok & Firestein, 2010).
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Les macrophages ont un role important dans cette pathologie car ils possedent de
fortes capacités pro-inflammatoires, conduisant au remodelage et a la destruction des
articulations. En effet, ces cellules constituent avec les fibroblastes la principale source de
facteurs pro-inflammatoires ou régulateurs comme les cytokines (TNF-a, IL-1, IL-10...) ou
les chimioattractants (IL-8, MCP-1...). Les macrophages induisent également I’expression et
la sécrétion de MMPs qui participent a la destruction de la matrice extracellulaire et a la

dégradation des articulations (Drexler et al., 2008).

Les cyclophilines entretiennent ce contexte inflammatoire. En effet, la CyPA est
fortement sécrétée dans le liquide synovial de patients atteints de polyarthrite rhumatoide
(Billich et al., 1997). Elle peut donc par son activité chimioattractante induire le recrutement
de cellules inflammatoires qui pourront entretenir sa propre sécrétion. De plus, le taux de
CD147 présent a la surface des neutrophiles retrouvés dans le liquide synovial a été corrélé a
la sévérit¢ de la maladie. La surexpression du CD147 au niveau des cellules infiltrantes
entraine une augmentation de la production de MMPs qui ont un réle prépondérant dans la
destruction des articulations (Konttinen et al., 2000). De plus, ces enzymes, en dégradant la
matrice extracellulaire permettent la libération de cyclophilines intactes piégées par les
protéoglycanes (De Ceuninck et al., 2003). Celles ci sont alors capables de se fixer sur leur
cellules cibles, d’y exercer leur activit¢ chimioattractante et d’induire 1’expression de
nouvelles MMPs, amplifiant finalement la destruction du cartilage. D’ailleurs, Wang et al.
(2010) ont montré que l’injection de CyPA recombinante chez un modele murin de
polyarthrite thumatoide entraine une plus forte invasion des fibroblastes dans le cartilage en
comparaison a des souris non traitées par la CyPA. A I’inverse dans un mode¢le murin
d’arthrite induite par le collagene, 1’utilisation d’anticorps bloquant I’interaction entre le
CD147 et la CyPA réduit le recrutement de neutrophiles, macrophages et lymphocytes sur le
site inflammatoire et diminue la production de pro-MMP9 et de TNF-oa (Damsker et al.,

2009).

C. 5. b. Cyclophilines et maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires sont I’une des premicres causes de mortalité au niveau
mondial. Les CMLV ont un role important a jouer dans ces maladies puisqu’elles forment le
tissu contractile des vaisseaux sanguins et participent au maintien de I’intégrité des vaisseaux.

L’angiotensine II (Angll) est un puissant vasoconstricteur dont I’expression est induite suite a
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une baisse de la pression artérielle. Toutefois, il participe au disfonctionnement des cellules
constituant les vaisseaux sanguins en contribuant a la migration et a la prolifération des
CMLV tout en augmentant le stress oxydant au niveau de ces cellules. Il a été démontré que
ces effets déléteres sont dus notamment a la génération de ROS par les CMLV lorsqu’elles
sont stimulées par 1’Angll. De plus, la production excessive de ROS a été impliquée dans le
développement de nombreuses pathologies cardiovasculaires telles que 1’athérosclérose,

I’hypertension ou encore les anévrismes aortiques abdominaux (Touyz et al., 2003).

Il a ét¢ démontré que la génération d’un stress oxydatif entraine la sécrétion de CyPA
par les CMLYV et que cette CyPA induit I’activation de la voie p44/p42 MAPK au sein des
cellules (Jin et al., 2000 ; Suzuki et al., 2006). Des expériences ont montré que la ligature de
la carotide entraine une surexpression de la CyPA qui est accompagnée d’une hyperplasie
intimale. Ce phénomene est du a la prolifération et a la migration des CMLV suite a
I’activation de la voie p44/p42 MAPK induite par la CyPA. D’ailleurs, la ligature de la
carotide chez des souris Ppia”” n’induit pas un épaississement de I’intima artérielle par

rapport aux souris témoins (Satoh et al., 2008).

L’athérosclérose est une maladie chronique multifactorielle qui touche les arteres. Elle
est caractérisée par une diminution de la fonction des cellules endothéliales qui deviennent
perméables aux constituants sanguins (cellules mononuclées et produits lipidiques) et par la
perte du phénotype contractile des CMLV. 1l en résulte la formation d’une plaque d’athérome
constituée de lipides, débris cellulaires et de cellules immunitaires (Hansson & Libby, 2006).
Une étude a été menée sur un modele de cellules spumeuses obtenues in vitro en stimulant des
cellules THP-1 en présence de LDL (Low density lipoprotein) oxydés. L’analyse des
protéines contenues dans le milieu de culture de ces cellules en comparaison avec des cellules
THP-1 stimulées par des LDL non oxydés a permis d’identifier des marqueurs pour
I’athérosclérose dont I’expression est augmentée suite au traitement par les LDL oxydés.
Parmi ces protéines se trouvent la CyPA et la CyPB dont I’expression est augmenté de 44 %
et de 39 % respectivement (Fach et al., 2004). Nigro et al. (2011) ont montré que
I’invalidation de 1’expression de la CyPA chez des souris ApoE”" réduit la formation de
plaques d’athérome induite par diete lipidique. Ces effets sont dus a une diminution de
I’expression de VCAM-1 (Vascular adhesion molecule -1), a une diminution du recrutement
des macrophages au niveau de la plaque ainsi qu’a une régulation des récepteurs impliqués

dans la captation des LDL.

© 2012 Tous droits réservés. http//d%‘Bunlv-lllle’l fr



Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

L’anévrisme aortique abdominal (AAA) est une maladie inflammatoire ou les
leucocytes infiltrants participent au développement de la maladie en sécrétant des MMPs et
des cytokines inflammatoires et en induisant la mort des CMLV qui sont responsables de la
production de la matrice extracellulaire aortique. L’augmentation de la dégradation de la
matrice extracellulaire et le faible renouvellement de celle-ci par les CMLV conduit a la
détérioration localisée de la paroi aortique contribuant a la dilatation progressive de 1’aorte.
De plus, la surexpression de ROS par les cellules inflammatoires et les CMLV participent
¢galement a I’évolution de la maladie (McCormick et al., 2007). Des études ont montré qu’un
traitement & I’ AngII n’induit pas la formation d’AAA chez les souris ApoE™" lorsqu’elles sont
déficientes pour le géne de la CyPA. De plus, les souris ApoE™ Ppia”™ ne présentent pas de
dégradation de 1’¢lastine et par conséquent ne meurent pas de rupture aortique en
comparaison aux souris exprimant la CyPA. En effet, les travaux réalisés sur ces souris ont
montré que la CyPA participe a la migration des cellules inflammatoires et a ’activation des
MMPs au niveau des Iésions aortiques, ainsi qu’a la génération de ROS induite par 1’Angll

(Satoh et al., 2009).

C. 5. c. Cyclophilines et autres pathologies inflammatoires

L’utilisation de modeles murins d’inflammation aigiie du poumon et d’asthme
allergique a permis de mettre en évidence I’importance de la CyPA dans d’autres pathologies
inflammatoires. Arora et al. (2005) ont montré que l’administration de LPS par voie
intranasale chez des modeles murins d’inflammation du poumon induit une forte sécrétion de
CyPA qui est retrouvée dans les lavages broncho-alvéolaires. Cette forte sécrétion de CyPA
est corrélée a une augmentation du nombre de neutrophiles présents dans les lavages.
L’inhibition de I’interaction entre la CyPA et le CD147 réduit le nombre des neutrophiles,
démontrant ainsi I’importance de I’activité chimioattractante de la CyPA dans le recrutement
des neutrophiles sur le site de I’inflammation. La méme équipe a montré dans un modele
murin d’asthme allergique que I’injection d’ovalbumine conduit a la sécrétion de CyPA et de
CyPB, a la migration d’¢osinophiles et de lymphocytes T activés au niveau des poumons et
des voies respiratoires et a la sécrétion des cytokines Ty2 IL-5 et IL-13. L’utilisation
d’anticorps bloquant anti-CD147 réduit le recrutement des lymphocytes activés sur le site de
I’inflammation et diminue la production d’IL-5 et d’IL-13 (Gwinn ef al., 2006). De méme,

I’inhibition de I’activité PPiase des CyPA et CyPB par I’utilisation d’analogue de la CsA
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imperméable aux cellules réduit I’infiltration des tissus par les lymphocytes T activés et des
€osinophiles et la production de cytokine Ty2 (Balsley ef al., 2010). De plus, il a ét¢ démontré
que la CyPA a un role important dans la chronicité de la maladie. En effet, durant la phase
quiescente, des leucocytes sont présents dans les voies respiratoires bien que le taux des
chimiokines RANTES (Regulated upon activation normal T cell expressed and secreted),
Eotaxine ou MCP-1 soit similaire a celui retrouvé chez les individus sains. Par contre, la
CyPA est détectée durant la phase chronique de la maladie et 1’utilisation d’analogue de la
CsA non immunosuppresseur réduit I’infiltration des voies respiratoires par les neutrophiles,
¢osinophiles, macrophages et lymphocytes T activés et diminue la sensibilité des souris a
’allergéne (Stemmy et al., 2011). Dans 1’ensemble, ces données montrent la contribution de

la CyPA dans la sévérité de la pathologie de 1’asthme chronique.

II. Role des TLRs dans 'immunité innée

Une infection microbienne conduit a 1’activation du systéme immunitaire, une réponse
indispensable pour ¢€liminer les pathogenes. Cette réponse est orchestrée par le systeme
immunitaire inné et le systtme immunitaire adaptatif. Jusqu'a récemment, I’importance de
I’immunité innée dans la réponse hote-pathogene avait €té peu étudiée. Désormais, on sait
qu’elle fournit a I’organisme la premicre ligne de défense contre les invasions microbiennes et
permet la mise ne place de la réponse immunitaire adaptative en produisant des cytokines, des

chimiokines ou encore des facteurs de maturation et d’activation des lymphocytes.

A. La signalisation des TLRs

Les cellules du systéeme immunitaire inné discriminent le soi du non-soi grace a des
récepteurs appelés PRRs (Pattern recognition receptors) qui reconnaissent les PAMPs
(Pathogen-associated molecular patterns). Ces PAMPs sont des structures moléculaires
conservées essentielles a la survie des microorganismes et que 1’on ne retrouve pas chez
I’hdte, comme par exemple le LPS ou le peptidoglycane. Jusqu'a présent, quatre groupes de
PRRs ont été décrits chez les mammiféres. Parmi eux, les TLRs (7Toll-like receptors) ont
largement été étudiés et caractérisés depuis leur découverte a la fin des années 1990

(Takeuchi & Akira, 2010).
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A.1. Les TLRs

A. 1. a. Structure des TLRs

Les TLRs sont des protéines transmembranaires de type I présentant une structure
trimodulaire : 1) une extrémité N-terminale extracellulaire qui consiste en la répétition de 16 a
28 motifs LRR (Leucine rich repeat) ; i1) un domaine transmembranaire et iii) un domaine C-

terminal intracellulaire appelé domaine TIR (7Toll/IL-1R).

Le domaine TIR est retrouvé dans le récepteur de I’IL-1P (/L-1R), mais également
dans certaines protéines de Drosophila melanogaster comme le récepteur Toll (Gay & Keith,
1991). Initialement décrite pour son implication dans le développement de la polarité dorso-
ventrale chez I’embryon, Toll a ensuite été impliqué dans la réponse immunitaire anti-
fongique. L’homologie existante entre les domaine TIR chez Toll et chez I’IL-1R a conduit
I’équipe de Medzhitov & Janeway a identifier chez I’Homme des protéines possedant ce
domaine TIR et pouvant étre impliquées dans la réponse immunitaire innée. Ainsi, le premier
récepteur Toll humain identifié s’avérera par la suite étre le TLR4 (Medzhitov et al., 1997).
Le domaine TIR est essentiel a la signalisation des TLRs puisqu’il permet 1’homo- ou
I’hétéro-dimérisation des récepteurs, conduisant ainsi au recrutement de molécules
adaptatrices. Etant donné que I’'IL-1R et les TLRs partagent le méme domaine intracellulaire

TIR, ils partagent également de maniere générale les mémes voies de signalisation.

Le domaine LRR est responsable des interactions entre le TLR et son ligand.
L’analyse structurale des TLRs a permis de mettre en évidence la mise en conformation
particuliére de I’ectodomaine en forme de fer a cheval. La fixation du PAMP sur son

récepteur induit la dimérisation de celui-ci. (Jin & Lee, 2008).

A.1.b. Expression et ligands des différents TLRs

Depuis la découverte du récepteur Toll humain, 10 et 12 TLRs fonctionnels ont été
découverts chez I’Homme et la Souris respectivement, les TLR1 a TLR9 étant conservés chez
les deux especes. Par contre, le TLR10 murin est non fonctionnel (Chuang et al., 2001 ;
Hasan et al., 2005) et les TLR11, TLR12 et TLR13 ne sont pas exprimés chez ’Homme
(Zhang et al., 2004 ; Wu et al., 2008 ; Mishra et al., 2008). Les TLRs sont divisés en deux

groupes selon leur localisation cellulaire et de leurs PAMPs respectifs. Le premier groupe est
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constitué¢ des TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 et TLR10 qui sont exprimés a la surface
cellulaire et qui reconnaissent principalement des constituants des membranes microbiennes
comme les lipides ou les lipoprotéines. L autre groupe est constitu¢ des TLR3, TLR7, TLRS8
et TLRY qui sont exprimés exclusivement dans les vésicules intracellulaires telles que le
réticulum endoplasmique, les endosomes ou les lysosomes et qui reconnaissent les acides

nucléiques microbiens. Ceux-ci sont généralement impliqués dans la réponse antivirale

(Takeuchi et Akira, 2010) (Tableau 1).

Tableau 1 : Les TLRs et leurs ligands (d’aprés Takeuchi & Akira, 2010).

Localisation Adaptateur Orl.glne E8
ligand
TLR2-TLR1 Membrane plasmique MyD88, MAL Lipopeptides triacylés Bactérie
TLR2-TLR6 Membrane plasmique = MyD88, MAL Lipopeptides diacylés Mycoplasme
Lipoprotéines, Peptidoglycane Bactérie
Lipoarabinomannane Mycobactérie
TLR2 Membrane plasmique  MyD88, MAL
Zymozan Champignon
Hémagglutinine Virus
TLR3 Endolysosome TRIF ARN double brin Virus
. MyD88, MAL -
TLR4 Membrane plasmique TRIF, TRAF LPS Bactérie
TLR5 Membrane plasmique @ MyD88 Flagelline Bactérie
TLR7 Endolysosome MyD88 ARN simple brin Virus
TLR8 Endolysosome MyD88 ARN simple brin Virus
TLR9 Endolysosome MyD88 ADN CpG Bactérie, Virus
TLR10 Membrane plasmique @ MyD88 Lipopeptides triacylés Bactérie

© 2012 Tous droits réservés.
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A. 1. b. -i) Les TLRs de surface cellulaire

Le TLR4 est le premier TLR de mammifere a avoir été découvert. Il est exprimé par
les cellules immunitaires, notamment par les macrophages et les cellules dendritiques, mais
¢galement par les cellules endothéliales (Medzhitov et al., 1997 ; Zhang et al., 1999). Le
TLR4 est impliqué dans la reconnaissance du LPS, un constituant de la membrane externe des
bactéries. C’est la portion lipidique du LPS, a savoir le lipide A, qui est responsable de
I’activité immunostimulante du LPS. La reconnaissance du LPS par le TLR4 nécessite des
molécules accessoires : MD-2 (Myeloid differentiation factor 2), le CD14 et la LBP (LPS
binding protein). 11 semble qu’il n’y ait pas d’interactions directes entre le LPS et le TLR4.
C’est la LBP, une glycoprotéine présente dans le sérum, qui se lie au LPS. Le CD14, qui est
lié¢ a la membrane, interagit avec la LPB. Grace a son domaine LRR, le CD14 transfére le LPS
de la LBP au complexe TLR4-MD-2, entrainant sa dimérisation avec un autre complexe
TLR4-MD-2, une étape essentielle a la transduction du signal puisqu’elle permet le

recrutement des protéines adaptatrices MyD88 et TRIF (Kawai & Akira, 2010).

Le TLR2 est impliqué dans la détection d’un large nombre de PAMPs: les
lioprotéines bactériennes, peptidoglycanes et acides lipotechoiques, les lipoarabinomannane
des mycobactéries, le zymozan ou encore 1’hémagglutinine des virus. Généralement, le TLR2
forme des hétérodimeres avec le TLR1 ou le TLR6. Les hétérodimeres TLR2-TLR1 et TLR2-
TLR6 reconnaissent respectivement des lipopeptides triacylés et diacylés des bactéries a
Gram négatif et des mycoplasmes (Kawai & Akira, 2010). La stimulation du TLR2 avec des
lipopeptides acylés entraine la production de cytokines inflammatoires, mais pas d’IFN de
type I dans les macrophages et les cellules dendritiques. Pourtant, dans les monocytes, la
stimulation du TLR2 avec un composant viral conduit a la production d’IFN, suggérant un
role spécifique du TLR2 dans la réponse antivirale selon le type cellulaire (Barbalat et al.,

2009).

Le TLRS reconnait la flagelline, un constituant du flagelle bactérien. Contrairement
aux autres TLRs, le TLRS n’est pas exprimé par les macrophages et les cellules dendritiques
conventionnelles chez la souris. Par contre, on le retrouve fortement exprimé au niveau de
I’intestin par les cellules dendritiques de la lamina propria et des poumons (Uematsu et al.,

2006).

Le TLRI10 est exprimé¢ par les lymphocytes B et les cellules dendritiques
plasmocytoides. Il présente de fortes homologies de séquence avec le TLR1 et le TLR6.

© 2012 Tous droits réservés. http//d%‘gunlv-lllle’l fr



Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

Dr’ailleurs, il peut s’hétérodimériser avec le TLR2 et reconnait les mémes ligands que le
TLRI1. Par contre il ne conduit pas a I’activation des voies NF-kB et IFN bien qu’il recrute

I’adaptateur MyD88 (Hasan et al., 2005 ; Guan ef al., 2010).

A. 1. b. -ii) Les TLRs intracellulaires

Le TLR3 est exprimé par les cellules dendritiques, les macrophages mais également
par les fibroblastes et les cellules épithéliales et reconnait les ARNs double brin (ARNdb) :
I’acide polyinosinique polycytidylique (Poly I:C) qui est un analogue synthétique d’ARN,
I’ARN génomique purifié¢ de virus et rétrovirus a8 ARNdb ou encore I’ARNdb produit durant
la réplication d’ARN simple brin (ARNsb) de virus. Le TLR3 est essentiel dans la réponse
antivirale puisqu’il permet la production d’IFN de type I et de cytokines inflammatoires suite
au recrutement de TRIF et a I’activation des facteurs de transcription NF-xB et IRF3 (/FN
regulatory factor) (Alexopoulou et al., 2001 ; Vercammen et al., 2007).

Le TLR7 et le TLR8 sont tres similaires. Ils sont tous deux exprimés par la plupart des
cellules immunitaires comme les cellules dendritiques, les lymphocytes B ou les monocytes.
Ils reconnaissent des ARNsb viraux ou bactériens riches en uridine et guanidine (Diebold et
al., 2004 ; Heil et al, 2004; Lund et al, 2004). Dans les cellules dendritiques
plasmocytoides, le TLR7 induit fortement 1’expression d’IFN de type I conduisant a
I’activation d’une réponse humorale. Par contre, dans les cellules dendritiques my¢loides, le
TLRS induit la synthése de cytokines inflammatoires conduisant a une réponse immunitaire

de type Tyl (Bauer et al., 2008).

Le TLRO est exprimé principalement par les lymphocytes B mémoire et les cellules
dendritiques plasmocytoides et il reconnait ’ADN non méthylé riche en motifs CpG de

bactéries et de virus. (Hemmi ef al., 2000 ; Bauer et al., 2001, 2008).

A. 2. Voies de signalisation associées aux TLRs

La stimulation des TLRs génere 1’induction de différents facteurs inflammatoires. De
manicre globale, le TL3 et le TLR4 activent a la fois la synthese d’IFN de type I et de
cytokines inflammatoires, tandis que les TLR1, TLR2, TLR6, TLRS et TLRIO sont

principalement impliqués dans I’expression de cytokines inflammatoires. Ces différences sont
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expliquées par le recrutement spécifique, au niveau du domaine TIR des TLRs, de protéines
adaptatrices. Au nombre de quatre (MyD88, MAL, TRIF et TRAM), ces adaptateurs induisent
I’activation de voies de signalisation distinctes (O’Neill & Bowie, 2007 ; Kawai & Akira,

2010) (Figure 10).
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Figure 10 : Représentation schématique des domaines fonctionnels présents chez les
protéines adaptatrices de la famille TIR. Le domaine DD de MyD88 lui permet d’interagir
avec IRAK-4. MAL et TRIF présentent chacun un site d’interaction pour TRAF6. TRIF
contient un site RHIM qui lui permet d’interagir avec RIP1. Les domaines SAM de SARM
sont nécessaires a son activité inhibitrice. MAL et TRAM sont localisés au niveau de la
membrane plasmique grace au site de fixation du phophatidylinositol-4,5-biphosphate
(PIP2) pour MAL et au site de myristoylation pour TRAM. MAL et TRAM présentent
également des sites de phosphorylation sur les résidus Tyr®* et Tyr'® pour MAL et Ser'®
pour TRAM (d’aprés O’Neill & Bowie, 2007).

A. 2. a. Voie dépendante de MyD88

MyD88 (Myeloid differenciation factor-88) fut le premier adaptateur des TLRs a avoir
été décrit. Depuis quelques années, sa fonction centrale dans la signalisation des TLRs se
clarifie (Medzhitov et al., 1998). Des souris invalidées pour MyD88 montrent des défauts
d’activation de NF-xB et des MAPKs suite a I’activation des TLRs excepté pour le TLR3 qui
utilise un adaptateur autre que MyD88 et pour le TLR4 dont I’activation des voies de

signalisation dépend non seulement de MyD88 mais également d’autres adaptateurs (Kawai et

© 2012 Tous droits réservés. http//dcg:dmlv-lllle’l fr



Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

al., 1999 ; Takeuchi et al., 2000). Par ailleurs le recrutement de MyD88 au TLR2 et au TLR4
ne se fait pas directement et nécessite 1’intervention de MAL (MyD&88 adapter-like protein).
Cet adaptateur joue un role de pontage entre les domaines TIR des TLR2 et TLR4 et MyDSS.
L’invalidation de I’expression de MAL entraine un défaut dans 1’induction de I’expression de
cytokines inflammatoires suite a la stimulation des deux TLRs (Fitzgerald et al., 2001 ;

Ulrichts et al., 2007 ; Ulrichts & Tavernier, 2008).

MyD88 possede un domaine DD (Death domain) présent en N-terminal qui interagit
avec IRAK-4 (IL-1R associated kinase-4) et permet ainsi le recrutement et 1’activation de la
kinase au complexe récepteur (Burns et al., 1998 ; Suzuki et al., 2002a). Les IRAKSs
constituent une famille de quatre membres: IRAK-1, IRAK-2, IRAK-4 et [IRAK-M. A
I’exception de IRAK-4, toutes présentent un domaine C-terminal impliqué dans les
interactions avec TRAF6 (TNF-receptor associated factors 6). Par contre, seul IRAK-1 et
IRAK-4 possedent un domaine central kinase (Figure 11). Des études réalisées sur des souris
Irak-4"" ont montré qu’elles sont résistantes aux réponses induites par le LPS (Suzuki et al.,
2002b). En effet, I’activation de IRAK-4 permet le recrutement de IRAK-1 au complexe
récepteur. Activée, IRAK-1 s’autophosphoryle, recrute TRAF6 et se dissocie du complexe
récepteur (Flannery & Bowie, 2010) (Figure 10). IRAK-2 semble également avoir un rdle a
jouer dans la signalisation associ¢e a MyDS88. En effet, si une déficience en IRAK-1 entraine
une diminution de ’expression des geénes induit par NF-kB, I’invalidation de IRAK-1 et
IRAK-2 inhibe complétement 1’expression de ces mémes genes. Par contre, une déficience en
IRAK-2 n’entraine qu’un défaut d’expression des genes tardifs induits par le LPS, suggérant
que IRAK-1 et IRAK-2 présentent des fonctions redondantes dans les étapes précoces de la
signalisation NF-kB et qu’en plus IRAK-2 intervient dans les étapes tardives (Keating et al.,

2007 ; Kawagoe et al., 2008).

La famille TRAF rassemble sept protéines caractérisées par un domaine C-terminal
TRAF impliqué dans des interactions protéiques homo- et hétérotypiques et par un domaine
N-terminal RING responsable d’une activité E3 ubiquitine ligase pour les protéines TRAF2 a
TRAF7. Cette activité leur permet de fixer des chaines d’ubiquitine sur des résidus lysines des
protéines cibles a 1’aide des enzymes E1 qui activent la chaine d’ubiquitine et des enzymes E2
qui transférent les chaines activées aux enzymes E3 (Figure 12). Les protéines TRAF2,
TRAFS5 et TRAF6 sont des régulateurs positifs clés des voies NF-kB et MAPK et présentent
des activités similaires. TRAF2 et TRAFS interviennent dans la signalisation des TNFRs

(TNF receptors) tandis que TRAF6 est retrouvé associé a la signalisation des TLRs et de I’'IL-

© 2012 Tous droits réservés. http//dcg:lunlv-lllle’l fr



Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

IR (Chung et al., 2002). L’interaction entre IRAK-1 et TRAF6 conduit a I’activation de
TRAF6 qui s’auto-ubiquitine. Les chaines poly-ubiquitinylées K63 portées par TRAF6
permettent le recrutement d’un complexe constitué de la kinase TAK1 (Transforming growth
factor-f activated kinase 1) et des protéines régulatrices TAB1 (TAK1 binding protein 1) et
TAB2 ou TAB3. Le recrutement de ce complexe se fait grace au domaine UBD (Ubiquitin
binding domain) que possedent TAB2 et TAB3 et qui reconnait les chaines polyubiquitine
K63 (Kanayama et al.2004). L’interaction de TAB2 et TAB3 avec TRAF6 favoriserait son
auto-ubiquitination. Les chaines polyubiquitine serviraient alors d’échafaudage afin de
recruter le complexe IKK (/kB kinase). L expression d’une protéine TRAF6 ayant perdu son
domaine RING ou I’invalidation de I’expression de TAKI1 ou de TAB2 et TAB3 bloque
I’activation du complexe IKK (Deng et al., 2000 ; Ishitani et al., 2003 ; Takaesu et al., 2003 ;
Lamothe et al., 2007, 2008) (Figure 13).
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Figure 11 : Représentation schématique des domaines fonctionnels présents chez les
protéines IRAKs. Chaque membre contient un domaine DD leur permettant d’interagir avec
MyD88. IRAK-1 et IRAK-4 présentent un résidu d’acide aspartique respectivement en
position 340 et 311 qui est essentielle pour leur activité kinase. Par contre, IRAK-2 et IRAK-
M présentent des mutations au niveau de ce résidu, rendant leur domaine kinase inactif.
IRAK-1, IRAK-2 et IRAK-M sont capables d’interagir avec TRAF6 via leur domaine T6BM.
IRAK-4 phosphoryle les acides aminés Thr*®® et Thr®® présents chez IRAK-1 (d’aprés
Janssens & Beyaert, 2003 ; Fannery & Bowie, 2010).
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Figure 12 : Le processus d’ubiquitinylation. L'ubiquitinylation consiste en la liaison d’'une
molécule d’ubiquitine (monoubiquitinylation) sur un résidu lysine de protéines cibles. Les
molécules d’ubiquitine présentent sept lysines qui peuvent servir de point d’ancrage pour
lajout dautres molécules d’ubiquitine (polyubiquitinylation). Deux types de
polyubiquitinylation sont fréquentes: la polyubiquitinylation K63 qui conduit a la dégradation
protéasomale et la polyubiquitinylation K48 qui est impliquée dans la régulation de divers
processus cellulaires. La réaction d’ubiquitinylation est réalisée par I'action séquentielle de 3
enzymes : E1 qui active 'ubiquitine, E2 qui transfert 'ubiquitine a E3 et E3 qui lie 'ubiquitine
a un résidu de lysine. Les déubiquitinylases (DUBs) peuvent enlever les chaines
d’'ubiquitine des protéines et des produits de la dégradation protéasomale (d’aprés Sun,
2008) .

Les cellules dendritiques plasmocytoides sont une sous-population de cellules
dendritiques connues pour produire de fortes quantité d’IFN de type I, notamment d’IFN-a en
réponse a une infection virale (Colonna et al., 2004). Dans ces cellules, 1’induction d’IFN de
type 1 suite a P’activation des TLR7, TLR8 et TLRY est dépendante de la voie MyD8&8
(contrairement aux TLR3 et TLR4 qui utilisent la voie dépendante de TRIF), suggérant
I’existence d’une voie de signalisation spécifique pour 1’induction d’IFN-a dans ces cellules.
D’ailleurs, I’invalidation de I’expression de MyD88, d’IRAK-1, d’IRAK-4 et de TRAF6
inhibe I’expression d’IFN-a (Uematsu et al., 2005). Les cellules de souris déficientes pour

IKKoa montrent elles aussi un défaut d’expression d’IFN-o (Hoshino ef al., 2006).
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A.2.b. Lavoie dépendante de TRIF

En réponse au LPS, les cellules déficientes pour MyD88 sont toujours capables
d’activer la voie NF-xB. Par contre, I’expression de cytokines inflammatoires est retardée
dans ces cellules. De plus, I’expression d’IFN-f dans ces mémes cellules est observée,
suggérant I’existence d’un autre adaptateur impliqué dans I’activation retardée des voies NF-
kB, MAPK et dans I’induction d’IFN de type I (Kawai ef al., 1999). Dans ce contexte, TRIF
(TIR domain-containing adaptor inducing IFN-p) a été identifié comme étant impliqué dans
la voie indépendante de MyD88. D’ailleurs, des souris déficientes pour TRIF montrent des
défauts d’activation des IRFs en réponse au LPS tandis que ’activation précoce des voies NF-
kB et MAPK est normale. Par contre, la production de cytokines inflammatoires dans les
cellules Myd88’/ “ou Trif” est inférieure & celle observée dans les cellules sauvages, suggérant
que les deux adaptateurs sont nécessaires pour une induction maximale de cytokines
inflammatoires en réponse au LPS (Yamamoto et al., 2003a). L’interaction entre le domaine
TIR du TLR4 et TRIF ne se fait pas directement et nécessite la présence d’un autre adaptateur
TRAM (TIR-related adaptor molecule) dont le réle de pont est semblable a celui de MAL
pour MyD88 (Oshiumi et al., 2003a ; Yamamoto et al., 2003b) (Figure 13).

L’induction de cytokines inflammatoires et d’IFN de type I suite a la stimulation du
TLR3 est normale dans les souris déficientes pour MyD88 tandis que des cellules invalidées
pour TRIF montrent une inhibition de 1’activation des voies de signalisation associées au

" répondent normalement a la stimulation par du poly

TLR. Par ailleurs, des cellules Tram
I:C, suggérant que TRIF est le seul adaptateur utilisé¢ par le TLR3 (Oshiumi et al., 2003a,

2003b) .

TRIF présente des domaines d’interaction avec TRAF6 et leur mutation entraine une
diminution de ’activation de NF-«xB alors que I’activation de IRF3 reste inchangée (Sato et
al., 2003 ; Jiang et al., 2004). TRIF présente également un domaine RHIM (RIP homotypic
interacting motif) impliqué dans des interactions avec les protéines RIP1 (Receptor-
interacting protein 1) (Figure 10). Dans les cellules déficientes pour RIP1, I’activation de NF-
kB induite par le TLR3 est inhibée (Meylan ef al., 2004). De plus, des cellules invalidées pour
MyD88 et pour RIP1 montrent un défaut d’activation de NF-kB en réponse au LPS. Par
contre, RIP1 ne participe pas a I’activation de IRF3 induite par le TLR3 et le TLR4 (Cusson-
Hermance et al., 2005 ; Zhang et al., 2010). TRIF recrute également TRAF3 qui interagit
avec les kinases TBK1 (TANK (TRAF-associated NF-xB activator) binding kinase 1) et IKKe
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et est impliqué dans I’induction d’IFN de type I (Oganesyan et al., 2003 ; Héacker et al., 2006)
(Figure 13).

Voie dépendante de MyD88 Voie dépendante de TRIF
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Figure 13 : Schéma général des voies de signalisation associées au TLR4
(d’aprés Takeuchi & Akira, 2010).
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A. 2. c. Lavoie PI3K

La GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) est une Ser/Thr kinase impliquée dans une
multitude de processus physiologiques puisqu’elle régule notamment 1’activité de facteurs de
transcription. La GSK3 est constitutivement active dans les cellules a 1’état basal mais sa
phosphorylation par diverses kinases entraine son inhibition. Martin et al. (2005) ont montré
que la stimulation du TLR4 par le LPS induit la phosphorylation de la kinase et qu’elle est
corrélée a Dactivation de la Ser/Thr kinase Akt/PKB (Protein kinase B). L’activation
d’Akt/PKB est induite, via PDK1 (3"-phosphoinositide-dependent kinase-1), par le PIP3
(Phosphatidylinositol (3,4,5) triphosphate) qui provient de la phosphorylation par la PI3K du
PIP2 (Phosphatidylinositol (4,5) biphosphate). Par conséquent, I’inhibition de la GSK3 suite a
la stimulation du TLR4 suggére I’implication de la PI3K dans la régulation de la signalisation

de TLRs.

La PI3K de classe IA est impliquée dans la régulation de la signalisation des TLRs. Il
s’agit d’un hétérodimere constitué¢ d’une sous unité régulatrice p85 qui se fixe au niveau des
domaines intracellulaires des récepteurs via des phosphotyrosines et d’une sous unité
catalytique p110. Les TLR1, TLR2 et TLRS présentent une séquence YxxM mais la mutation
de celle-ci au niveau du TLR2 n’inhibe pas D’interaction de la PI3K avec le récepteur,
suggérant 1’existence d’un autre mécanisme pour recruter la PI3K aux TLRs (Arbibe et al.,
2000). Dr’ailleurs, la stimulation des TLR3, TLR4 et TLR6, qui ne possédent pas cette

séquence, induit tout de méme 1’activation de la PI3K.

Si la PI3K induit I’inhibition de ’activité de la GSK3, son recrutement au niveau des
TLRs devrait avoir un effet négatif sur I’expression de cytokines inflammatoires puisque la
GSK3 est impliquée dans ’activation de facteurs nécessaires a leur transcription. Cependant,
différents travaux suggerent également un role positif de la PI3K dans la signalisation des
TLRs. Arbibe ef al. (2000) ont montré que dans les cellules THP-1, le recrutement de la PI3K
suite a 1’activation du TLR2 est nécessaire pour 1’activité transcriptionnelle de NF-kB. Dans
les macrophages de souris, I’activation de la PI3K suite a la stimulation du TL4 est nécessaire
a la localisation nucléaire de NF-kB et a la fixation du facteur de transcription sur I’ADN.
L’inhibition de I’activit¢ de la PI3K par des inhibiteurs entraine une diminution de

I’expression de I’IL-1p mais pas du TNF-a (Ojaniemi et al., 2003).
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A. 3. Activation des facteurs de transcription

A. 3. a. La voie NF-xB

Le schéma général de la voie NF-kB consiste en une série d’éléments de régulation
positive ou négative. L’activation des kinases IKKs conduit a la phosphorylation,
ubiquitination et dégradation des protéines IkB. Il en résulte alors la libération et 1’activation
des diméres NF-kB qui migrent jusqu’au noyau ou ils se fixent sur des séquences d’ADN

spécifiques et induisent la transcription des genes cibles (Hayden & Ghosh, 2008).

A. 3. a. -i) Le complexe IKK

Le complexe IKK est constitué¢ des kinases IKKa et IKKf ainsi que d’une sous unité
régulatrice IKKy également appelée NEMO (NF-xB essential modulator). IKKa et IKK[
partage une séquence protéique similaire qui présente un domaine N-terminal kinase et une
extrémité C-terminale constituée du motif LZ (Leucine zipper) et d’un domaine NBD (NEMO
binding domain). IKKa et IKKP se dimérisent via leur motif LZ et deux diméres IKKa/IKKf
s’associent a un trimere ou plus généralement a un tétramere de protéines IKKy pour former
un complexe catalytique actif (Zandi et al., 1997 ; Yamaoka et al., 1998 ; Tegethoff et al.,
2003 ). Ce complexe présente une activit¢ catalytique lente et son activation requiert la
phosphorylation de sérines. Il semble que I’oligomérisation de IKKy induite par la
polyubiquitination de TRAF6 et de RIP1 soit importante pour la phosphorylation de
IKKa/IKKB puisque des protéines IKKy mutées incapables de s’oligomériser ne stimulent
plus I’activation des kinase IKK (Tegethoff ef al., 2003). Cependant, il reste a déterminer si
I’activation des kinases se fait par transautophosphorylation ou a 1’aide de la kinase TAK1. La
mutation du domaine LZ responsable de la dimérisation d’IKKa et d’IKKp entraine un défaut
de phosphorylation des kinases suggérant une activation des kinases par
transautophosphorylation (Tang et al., 2003). Pourtant, il a ét¢ démontré que TAKI est
capable de phosphoryler IKKf et que I’invalidation du gene codant pour TAKI1 entraine une
inhibition de I’activation du complexe IKK induite par la stimulation des TLRs (Wang et al.,

2001 ; Sato et al., 2005).
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A. 3. a. -ii) La famille NF-xB

La famille de facteurs de transcription NF-kB comprend cing membres : p65 (ou
RelA), c-Rel, RelB, p50 et p52 (les deux derniers provenant respectivement de la protéolyse
des protéines précurseurs pl05 et pl100). Ces protéines partagent toutes au niveau de leur
extrémité N-terminale un domaine conservé RHD (Rel homology domain) de 300 acides
aminés. Ce domaine est responsable de I’homo- ou hétéro-dimérisation des protéines Rel, de
leur localisation nucléaire grace a la séquence NLS (Nuclear localization sequence) ou des
interactions des dimeres NF-kB avec les protéines IkBs. Les protéines p65, c-Rel et RelB
possedent également un domaine TAD (Transcription activation domain) au niveau de leur
extrémité C-terminale. Ce domaine est nécessaire a la transcription des genes cibles. Par
conséquent, les dimeres NF-kB qui possédent une de ces sous unités sont des activateurs de la
transcription tandis que les protéines pS50 et p52, qui ne possedent pas ce domaine, ne

présentent pas d’activité transcriptionnelle intrinseéque (Huxford & Ghosh, 2009) (Figure 14).

Les protéines précurseurs p100 et p105 ont deux fonctions : la rétention des protéines
NF-«xB dans le cytoplasme et la génération de protéines p52 et p50. Pour la premiere, p100 et
p105 s’associent avec les autres protéines Rel permettant ainsi a leur domaine ankyrine d’agir
comme une protéine IkB (Rice et al., 1992 ; Naumann et al., 1993 ; Solan et al., 2002). Bien
que leur séquence soit similaire, la génération des protéines p5S0 et p52 a partir de leur
précurseur respectif est différente et seule p105 est impliquée dans ’activation de la voie NF-
kB canonique. p105 subit une protéolyse constitutive contrélée qui permet la formation de
p50 pouvant s’associer a d’autres protéines Rel (Lin & Ghosh, 1996 ; Lin et al., 1998). Par
contre, lorsque p105 est associée a un dimere NF-kB, la protéolyse controlée ne peut avoir
lieu. p105 est alors dégradé de facon similaire a IxB-a. IKKP phosphoryle p105 entrainant
ainsi son ubiquitination, sa dégradation compléte et la libération du facteur de transcription
(Cohen et al., 2004). La génération de p52 requiert également la dégradation contrélée de
pl100. Par contre cet événement est inductible. C’est IKKa qui phosphoryle p100 induisant
ainsi sa polyubiquitination. La libération de dimeéres contenant p52 conduit a 1’activation de la

voie NF-kB non canonique.
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Figure 14 : Représentation schématique des protéines de la famille NF-kB/Rel et IkB.
p65/RelA présente des sites de modifications post-traductionnelles (acétylation sur les
résidus Lys et phosphorylation sur les résidus Ser). Le domaine LZ de RelB est impliqué
dans sa transactivation. Les domaines TAD sont nécessaires a I'activité transcritionnelle
des protéines p65/RelA, cRel et RelB et les domaines NLS permettent leur translocation au
noyau. Les domaines ankyrine sont impliqués dans les interactions entre les protéines IkB
et Rel. Les séquences PEST dirigent IkB-a et IkB-3 au protéasome aprés ajout de chaines
ubiquitine sur les résidus Lys. Bcl-3 est phosphorylé par la GSK3 sur des résidus Ser
présents au niveau de son domaine transactivateur. p105 et p100 sont phosphorylés sur
des résidus Ser afin d’étre ubiquitinylées sur les résidus de Lys puis dégradées (d’aprés
Perkins et al., 2006).
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A. 3. a. -iii) Les IxBs : substrats du complexe IKK et inhibiteurs des

complexes NF-xB

La famille kB présente huit membres classé€s en trois sous familles : les [kBs typiques
comprenant IkB-a, [kB-B et IkB-g, les IkBs atypiques avec IkB-{, [IkBNS et Bcl-3 (B-cell
leukemia) et les protéines précurseurs p100 et p105. Les IkBs sont caractérisés par la présence
de cinqg a sept motifs répétés d’ankyrine qui leur permettent des interactions avec les protéines
NF-«kB. En général, chaque IkB s’associe préférentiellement a un dimére NF-kB. IkB-a et
IkB-B interagissent avec les complexes contenant les protéines p65 ou c-Rel avec une
préférence de IxkB-a pour I’hétérodimere p65/p5S0 tandis que RelB se lie exclusivement a
p100. Les IxBs atypiques sont retrouvées associées a p50 et p52 (Dobrzanski ef al., 1994 ;
Yamamoto & Takeda, 2008) (Figure 14).

Les IxkBs typiques agissent en séquestrant les dimeres NF-xB dans le cytosol,
prévenant ainsi la transcription de leurs genes cibles. La stimulation des TLRs conduit a
I’activation de la voie NF-kB canonique qui implique les protéines p65, p50 et c-Rel. La sous
unité¢ IKKP du complexe IKK phosphoryle des sérines conservées présentent au niveau de la
région N-terminale des [kBs typiques. Cette phosphorylation entraine leur polyubiquitination
par des chaines ubiquitines K48 et leur dégradation protéasomale (Figure 14). IxB-a est le
membre le mieux étudié de la famille [kB. Des études cristallographiques du complexe IkB-
a/p65/p50 ont montré que IkB-o masque la séquence NLS de p65 tandis que celle de p50 est
accessible (Huxford et al., 1998 ; Jacobs & Harrison, 1998). IkB-a présente également une
séquence NES (Nuclear export sequence). Le complexe IkB-a/p65/p50 fait constamment la
navette entre le noyau et le cytosol bien que la localisation du complexe soit principalement
cytosolique. La dégradation de IkB-a entraine la perte de la séquence NES et la libération de

la séquence NLS de p65, provoquant la translocation de 1’hétérodimere NF-xB dans le noyau.

La dégradation de IxB ne permet pas a elle seule une activation compléete du facteur de
transcription NF-kB. En effet, des modifications sont nécessaires afin de moduler la fixation
de NF-«xB aux sites kB ou I’interaction entre NF-kB et les co-activateurs de la transcription.
Des phosphorylations de sérines présentes au niveau du domaine TAD et du domaine RHD
sont réalisées par diverses kinases et favorisent I’interaction entre p65 et les co-activateurs de
la transcription CBP (CREB (cAMP response element binding) binding protein) et p300.
L’acétylation de divers résidus lysine a également été décrite comme une modification

pouvant augmenter ou inhiber ’activité transcriptionnelle de NF-kB selon les acides aminés
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touchés (Chen & Greene, 2004) (Figure 14).

En comparaison aux autres IkBs, les IkBs atypiques sont retrouvées associées
exclusivement dans le noyau aux homodimeéres p50/p50 et p52/p52 et hétérodimeres p50/p52
et régulent I’expression de geénes tant positivement que négativement (Yamamoto & Takeda,
2008). Par exemple, dans les macrophages stimulés par le LPS, la surexpression de Bcl-3
conduit a une baisse de production de TNF-a alors que la production d’IL-6 n’est pas affectée
(Kuwata et al., 2003). Les travaux de Yamamoto et al. (2004) ont montré que 1kB-{ qui est
exprimé en réponse a I’activation des TLR2, TLR4 et TLRS est nécessaire a I’expression de
I’IL-6. En effet, [xB-C interagit avec les dimeres p50/p50 et se fixe sur le promoteur de la
cytokine. L’invalidation de I’expression de IkB-( ou de p50 inhibe 1’expression de I’IL-6 mais
¢galement de 1I’'IL-12p40 en réponse au LPS (Yamamoto ef al., 2004 ; Trinh et al., 2006). De
méme, I’'[L-6 est surexprimée dans les cellules déficientes pour IKBNS en réponse au LPS

(Kuwata et al., 2000).

A.3.b. Les voies MAPK

Les MAPKSs constituent un groupe de sérine/thréonine kinases trés conservées chez les
Eucaryotes. Elles ont un rdle important dans divers processus cellulaires tels que la
prolifération, la réponse au stress, I’apoptose et la défense immunitaire puisqu’elles activent
divers facteurs de transcription tels que ELK-1, ATF2, AP-1. Dans la réponse TLR, trois

voies MAPK ont été caractérisées pour y jouer un réle.

Les MAPKSs partagent des séquences identiques a 60-70 % et différent par la s€quence
et la taille de leur boucle d’activation. Leur activation est relayée a travers une cascade de
phosphorylations séquentielles qui débute par la phosphorylation des MAPK kinases
(MAPKKSs) sur deux résidus de sérines par les MAPK kinase kinases (MAPKKKSs). Les
MAPKKSs activées phosphorylent alors les MAPKs sur des résidus de tyrosine et thréonine
présents au niveau d’un motif TXY (ou X est Glu, Pro et Gly pour ERK, JNK et p38 MAPK
respectivement), provoquant un changement de conformation et une augmentation de
I’activité catalytique de ces dernieres. Les MAPKKs (également appelées MKKs ou MEKs)
présentent de fortes spécificités de substrats générant peu de variations dans la cascade
MAPKK-MAPK. A TDinverse, les MAPKKKs (ou MEKKSs) possedent des structures

différentes qui varient en fonction du type cellulaire et du stimulus (Chen et al., 2001).
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A. 3. b. -i) Les kinases ERK1/2

ERK1 et ERK2 sont des protéines de 44 et 42 kDa respectivement qui partagent 83 %
d’homologies entre elles et dont la plupart des différences sont retrouvées hors du domaine
kinase. Les kinases ERK1/2 sont exprimées par la plupart des cellules et a de fortes
concentrations. MKK1 et MKK2 présentent en N-terminal un site de fixation pour les
protéines ERK1/2 et les phosphorylent sur les sites phosphoaccepteurs Thr203-Glu-Tyr205
pour ERK1 et Thr185-Glu-Tyr187 pour ERK2 (Raman et al., 2007).

A. 3. b. -ii) Les kinases JNK

Les kinases JNK (également appelées SAPK (Stress activated protein kinase)) sont
codées par trois genes distincts, INK1, JNK2 et JNK3 et douze variants issus de I’épissage
alternatif de leur ARNm sont exprimés. Les protéines JNK présentent 85 % d’homologies et
ont des tailles allant de 46 a 55 kDa. JNKI et JNK2 (54 et 46 kDa respectivement) sont
ubiquitairement exprimées tandis que JNK3 est retrouvée dans le cerveau. JNKI1/2 sont
phosphorylées sur les sites Thr183-Pro-Tyrl185 par MKK4 et MKK7. L’activation de deux
MKKSs est nécessaire pour une activation maximale de JNK1/2 puisque MKK4 phosphoryle
les résidus Tyr185 tandis que MKK?7 phosphorylent les résidus Thr183 (Lawler ef al., 1998 ;
Fleming et al., 2000).

A. 3. b. -iii) Les kinases p38

Quatre membres de la famille p38 MAPK (a, B, 0 et y) ont été caractérisés. Les
protéines p38 MAPK partagent 60 % d’identité. p38a et - sont retrouvées dans la plupart des
cellules tandis que p386 et -y ont des profils d’expression plus restreints. MKK3 et MKK6
sont toutes les deux nécessaires pour une activation maximale des p38 MAPK. p38a, -0, et —y
sont phosphorylées par MKK3/6 tandis que p38p est préférentiellement activée par MKK6.
La phosphorylation de p38 MAPK se fait sur le site Thr180-Gly-Tyr182 (Enslen ef al., 1998).
In vitro, 1l a été¢ démontré que MKK4 peut également phosphoryler p38 MAPK. D’ailleurs,
dans le cas ou MKK3 et MKK6 sont absents, MKK4 assume le rdole d’activateur de p38
MAPK (Brancho et al., 2003).
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A. 3. b. -iv) Les MAPKKKs

Suite a D’activation des TLRS, plusieurs kinases ont été identifiées pour activer les
MAPKSs (Figure 13). Les MAPKKKSs de la famille Raf sont les kinases majeures de MKK1/2.
Les isoformes Raf sont activées par les GTPases de la famille Ras. Dans les cellules
quiescentes, les protéines Ras sont liées au GDP et sont inactives. Un stimulus extracellulaire
cause le remplacement du GDP par le GTP entrainant 1’activation de Ras qui peut alors
recruter les kinases Raf a la membrane. Activées, ces derniéres phosphorylent et activent
MKK1/2. D’ailleurs, la transfection de macrophages de souris avec des dominants négatifs
des protéines Ras et Raf bloque 1’expression du TNF-a induite par le LPS (Geppert et al.,
1994).

TAKI1 peut phosphoryler in vitro MKK6 et I’invalidation de son expression entraine
des défauts d’activation de p38 MAPK et JNK suite a la stimulation par I'IL-1f de
fibroblastes (Sato et al., 2005).

In vitro, Tpl2 (Tumor progression locus 2) peut activer les différentes kinases
responsables de 1’activation des MAPKSs. De plus, la surexpression de la kinase entraine une
activation de ERK1/2, JNK et p38 MAPK (Salmeron ef al., 1993 ; Chiariello et al., 2000).
Dans la cellule, Tpl2 est retrouvée associée a une petite portion cellulaire de p105. Active,
elle est cependant incapable de phosphoryler les MAPKs et c’est la dégradation de p105
induite par IKKf qui permet la libération de la kinase (Beinke ef al., 2003 ; Waterfield et al.,
2004 ; Babu et al., 2006). Des macrophages de souris 7p/2”” ont montré que ’activation de
ERK1/2 est bloquée en réponse a la stimulation des TLR2 et TLR4 alors que ’activation de
JNK et p38 MAPK reste inchangée. De plus, I’expression du TNF-a en réponse au LPS est
réduite dans ces cellules conférant aux souris une résistance au choc septique (Dumitru et al.,

2000 ; Sugimoto et al., 2004).

ASK1 (4poptosis signal-regulating kinase 1) est activée suite a la stimulation des
TLRs et phosphoryle in vitro MKK3, MKK4 et MKK6. Dans les cellules dendritiques
stimulés par le LPS, ASK1 est nécessaire a ’activation de p38 MAPK mais pas de JNK.
D’ailleurs des souris Ask/” produisent de faibles taux de TNF-a aprés injection de LPS et
montrent une résistance au choc septique. Cependant, 1’activation de p38 MAPK dans les
cellules dendritiques stimulées par des agonistes des TLR2, TLR3 et TLRY ne requiert pas la
participation de ASK1 (Matsukawa et al., 2004).

© 2012 Tous droits réservés. http//d%zsunlv-lllle’l fr



Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

A. 3. c. Les IRFs

La famille des IRFs (IFN regulatory factor) consiste en neuf membres (IRF1 a IRF9)
qui partagent un domaine N-terminal DBD (DNA binding domain) leur permettant de se fixer
aux ISRE (IFN-stimulated response element) et un domaine IAD (/FR association domain)
impliqué dans leur homo- ou hétérodimérisation (a 1’exception de IRF1 et IRF2) avec des
membres de la famille IRF ou avec d’autres facteurs de transcription. Ils sont les inducteurs
principaux des IFNs de type I mais peuvent également induire I’expression de cytokines
inflammatoires. L’activation des IRFs est dépendante du TLR stimulé¢ et de I’adaptateur

recruté (Tamura et al., 2008).

A. 3. c. -i) Activation d’IRF3 et IRF7 par la voie dépendante de TRIF

Les homologues IRF3 et IRF7 sont des régulateurs clés de I’expression des IFNs de
type I. IRF3 est constitutivement exprimé et réside dans le cytosol sous forme latente. Son
activation par phosphorylation entraine sa dimérisation et sa translocation nucléaire (Lin et
al., 1998b ; Sato et al., 1998a). Si IRF3 présente divers sites potentiels de phosphorylation

386 est

dans sa région C-terminale, Mori et al. (2004) ont montré que la phosphorylation de Ser
essentielle pour ’activation de IRF3. Contrairement a IRF3, IRF7 est faiblement exprimeé
dans les cellules et son expression est fortement induite par les IFN de type 1. En effet, ceux-
ci induisent I’expression de IRF9 et STAT1 qui forment un complexe nécessaire a la
transcription du gene [rf7. Tout comme IRF3, la phosphorylation de IRF7 entraine sa
dimérisation et sa translocation depuis le cytosol jusqu’au noyau. IRF3 et IRF7 agissent
différemment sur les génes de la famille des IFNs de type 1. IRF3 induit préférentiellement la

transcription du géne Ifnb tandis que IRF7 active la transcription des genes Ifna et Ifnb (Marie

etal., 1998 ; Sato et al., 1998b).

L’activation du TLR3 conduit a I’expression des IFN-a et [FN-B. Si IRF3 joue un role
essentiel dans cette induction, I’expression d’IFN de type I est toujours observée dans les
cellules dendritiques Irf3”". Par contre, cette induction est totalement inhibée lorsque les
cellules sont déficientes pour I’expression de IRF3 et IRF7. Ce sont les kinases IKKe et
TBKI1 qui sont responsables de 1’activation des IRF3 et IRF7. Toutefois, IKKe n’a qu’un role
mineur dans ce phénomene tandis que I’invalidation de TBK1 dans des fibroblastes

embryonnaires de souris entraine une forte diminution de 1’expression d’IFN-f (Fitzgerald et
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al., 2003 ; McWhirter et al., 2004).

Dans les cellules dendritiques déficientes pour le gene Irf3, ’expression d’IFN- en
réponse au LPS est abolie tandis qu’elle est normale dans les cellules Irf7” (Sakaguchi et al.,
2003 ; Honda et al., 2005). D’ailleurs, les souris IrfB'/' montrent une résistance au choc
septique pour lequel I’induction d’IFN-3 est importante. Pourtant sous certaines conditions,
IRF7 semble participer a I’'induction d’IFN-B. En effet, la surexpression d’IRF7 dans des
cellules Irf3”" permet I’expression d’IFN-B induite par le LPS dans les cellules dendritiques.
L’induction d’IFN- par le TLR4 nécessite la phosphorylation d’IRF3 par TBK1 (Sakaguchi
et al.,2003).

A. 3. c. -ii) Activation d’IRF7 par la voie dépendante de MyD88

Contrairement aux TLR3 et TLR4, les TLR7 et TLRY, qui sont exprimés
principalement dans les cellules dendritiques plasmocytoides, utilisent exclusivement
I’adaptateur MyD88 et une voie de signalisation spécifique pour induire I’expression d’IFN
de type I. Des cellules dendritiques plasmocytoides de souris Irf7 ” montrent un défaut
d’expression d’IFN de type I alors que ce n’est pas le cas pour les cellules /r/3”", démontrant
que c’est le facteur de transcription IRF7 qui est responsable de 1’induction de 1’expression
d’IFN de type I dans ces cellules (Kawai et al., 2004 ). D’ailleurs, IRF7 qui est fortement
exprimé de fagcon constitutive dans les cellules dendritiques plasmocytoides interagit avec le
complexe MyD88/IRAK-1/IRAK-4/TRAF6 alors que ce n’est pas le cas d’IRF3 (Kawai et
al., 2004 ; Uematsu et al., 2005). 11 a été démontré que IRAK-1 phosphoryle IRF7 et que des
cellules déficientes pour IRAK-1 présentent un défaut d’expression d’IFN-a (Uematsu ef al.,
2005). In vitro, IKKa peut également interagir avec IRF7 et le phosphoryler. D’ailleurs, des
souris kka”™ montrent des défauts dans I’induction d’IFN-a (Hoshino ef al., 2006). Les deux
kinases seraient donc importantes pour avoir une induction maximale d’expression d’IFN de

type I dans les cellules dendritiques plasmocytoides.

A. 3. c. -iii) Activation d’IRF5

De fagon similaire a IRF7, IRFS5 interagit aussi avec MyD88 et TRAF6. Takaoka et al.

(2005) ont montré qu’IRF5 n’est pas nécessaire a I’induction d’IFN de type I en réponse au
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agonistes des TLRs. Par contre, IRF5 régule I’expression de cytokines inflammatoires telles
que le TNF-a, I’IL-6 ou I’'IL-12. Toutefois, I’induction de cytokines dépend du type cellulaire
et du TLR stimulé. En effet, des macrophages Ifr5'/ " montrent une induction normale de
cytokines en réponse au LPS ou a des lipopeptides tandis qu’il y’a un défaut d’expression de
ces cytokines lorsque le TLR3 des cellules dendritiques mais pas des macrophages est stimulé
(Yasuda et al., 2007). Le role précis d’IRF5 dans I’induction d’IFN de type I ainsi que son
mécanisme d’activation et d’action restent cependant imprécis. Il est possible qu’une autre
kinase capable de s’associer a MyDS88 soit responsable de I’activation de IRFS5. Il reste
cependant a déterminer comment le TLR3, dont la signalisation est dépendante de TRIF,
active IRF5 et induit I’expression des cytokines inflammatoires. Il a toutefois été reporté
qu’IRF5 est phosphorylé par TBK1 et IKKe in vitro mais que des cellules déficientes pour ces
deux kinases montrent une expression normale des cytokines inflammatoires (Hemmi et al.,

2004).

B. Désactivation des voies de signalisation des TLRs

L’activation des TLRs est essentielle pour stimuler les réponses immunitaires innée et
adaptative afin d’éliminer au mieux les pathogenes de 1’organisme. Toutefois, une activation
prolongée des voies de signalisation associées aux TLRs est délétére pour 1’organisme et
conduit trés souvent au développement de maladies auto-immunes ou de maladies
inflammatoires chroniques. Afin que des réponses inflammatoires incontrolées ne submergent
I’organisme, celles-ci subissent une importante régulation négative qui a lieu a différents
niveaux. Cette régulation permet ¢galement de modifier le phénotype des cellules
immunitaires, notamment des macrophages afin de les rendre tolérants a une seconde
activation par des produits bactériens et éviter ainsi une production excessive de facteurs pro-

inflammatoires.

B. 1. Régulation des voies de signalisation

B. 1. a. Régulation par des compétiteurs

Les récepteurs solubles assurent un important mécanisme de régulation négative pour
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les cytokines et les chimiokines. Généralement, ces récepteurs qui sont qualifiés de leurre,
interagissent avec les ligands mais sont incapables de transmettre le signal puisqu’ils ne
possedent pas de domaine intracellulaire. Un mécanisme de régulation extracellulaire de la

signalisation des TLRs existe et implique deux TLRs solubles : sTLR4 et sSTLR2 (Figurel5).

La forme soluble du TLR4 est issue de I’épissage alternatif de ’ARNm du TLR4. Son
expression est induite dans les macrophages stimulés par du LPS et dans les lymphocytes
activés par un anticorps anti-CD3 (Iwami et al., 2000). Il a ét¢ démontré que le sSTLR4 est
capable d’interagir avec MD-2 et que le complexe sSTLR4/MD-2 fixe le LPS, entrainant une
diminution de la fixation du LPS a la surface cellulaire. Ainsi, le sSTLR4 inhibe ’activation de
NF-«xB, conduisant a une diminution de I’expression de TNF-a et de I'[L-8 (Hyakushima et
al., 2004). 11 a également ét¢ démontré que dans un modele murin d’inflammation du
poumon, I’administration de sTLR4 réduit le recrutement des neutrophiles en réponse au LPS
et le taux de TNF-a présent dans le lavage broncho-alvéolaire est moins élevé en comparaison

au souris non traitées avec le sSTLR4 (Mitsuzawa et al., 2006).

La forme soluble du TLR2 est constitutivement sécrété par les monocytes circulants et
sa sécrétion peut étre augmentée an cas d’activation des cellules. Par contre, le STLR2 n’est
pas sécrété par les lymphocytes. Contrairement au sTLR4, le sSTLR2 n’est pas issu d’un
épissage alternatif de I’ARNm du TLR2 mais provient d’une modification post-
traductionnelle du récepteur transmembranaire. Cette modification a lieu au niveau d’un
compartiment intracellulaire et résulte en une réserve de STLR2 au sein de la cellule. Dans le
lait et le plasma ou le sTLR2 est également retrouvé, il interagit avec la forme soluble du
CD14 (Le Bouder et al., 2003). Les cellules surexprimant le STLR2 montrent une diminution
des réponses induites par des ligands du TLR2 avec une baisse d’expression du TNF-a et de
I’IL-8. Par ailleurs, I’administration de sTLR2 simultanément a I’administration de composés
bactériens atténue le recrutement de neutrophiles dans la cavité péritonéale tandis que le
recrutement des cellules mononuclées n’est pas affecté. De plus, 1’administration de sTLR2

n’altére pas la clairance des bactéries (Raby et al., 2009).
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MyDS88 est un adaptateur essentiel qui est requis pour la signalisation de I’ensemble
des TLRs a I’exception du TLR3. En 2002, Janssens ef al. révelent I’existence d’un variant
issu de 1’épissage alternatif de ’ARNm codant pour 1’adaptateur. Cette protéine appelée
MyD88s est principalement exprimée dans la rate et son expression peut étre induite suite a la
stimulation de monocytes par du LPS. L’analyse proté¢ique de MyD88s a mis en évidence la
perte du domaine intermédiaire reliant le domaine TIR au domaine DD chez la protéine non
tronquée. Sans ce domaine, MyD88s ne peut interagir avec IRAK-4, ce qui induit un défaut
de phosphorylation et d’activation d’IRAK-1 et par conséquent un défaut d’activation des

genes NF-kB dépendants (Janssens et al., 2002 ; Burns ef al., 2003).

SARM (Sterile a- and armadillo containing motif) appartient a la famille des
adaptateurs qui possédent un domaine TIR. Cependant, contrairement aux quatre autres
adaptateurs impliqués dans 1’activation des voies de signalisation associées aux TLRs, SARM
est un régulateur négatif de la voie dépendante de TRIF. En effet, ’invalidation de
I’expression de SARM entraine une augmentation des réponses induites par les ligands des
TLR3 et TLR4. En plus du domaine TIR, SARM présente deux domaines SAM (Sterile a
motif) (Figure 10 p47). Ces trois domaines sont impliqués dans les interactions avec TRIF.
SARM possede également en N-terminal un domaine qui semble étre impliqué dans la
stabilisation de la protéine induite entre autre par le LPS. Aussi, aprés stimulation des TLR3
et TLR4, le complexe SARM/TRIF est stabilis¢, inhibant ainsi 1’activation de la voie
dépendante de TRIF. Toutefois le mécanisme impliqué dans cette inhibition reste a

déterminer (Carty et al., 2006 ; O’Neill, 2006).

Les travaux de Negishi ef al. (2005) ont montré que tout comme IRF5 et IRF7, IRF4
interagit avec MyD88. L’expression d’IRF4 est restreinte aux cellules immunitaires et son
ARNm est induit par la stimulation des TLRs. Des macrophages péritonéaux issus de souris
invalidées pour le gene Irf4 ont montré qu’ils sont plus sensibles au LPS, au peptidoglycane
ou a I’ADN en comparaison aux macrophages de souris sauvages. L’absence d’IRF4
provoque une production excessive de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL12p40)
suggérant ’implication de IRF4 dans la régulation négative de la signalisation des TLRs
(Honma et al., 2005). En effet, ’analyse des sites d’interactions entre MyD88 et les IRFs a
révélé que IRF4 entre en compétition avec IRF5 mais pas avec IRF7 (Negishi et al., 2005).

RP105 (Radioprotective 105) est une protéine transmembranaire de type I qui présente

des similitudes avec les TLRs puisque sa partie extracellulaire constitue un domaine LRR. Par
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contre, RP105 ne présente pas de domaine TIR. L’analyse phylogénétique de RP105 a montré
qu’il appartient a la famille du TLR4. D’ailleurs, RP105 présente d’autres similitudes avec le
TLR4. En effet, I’activit¢ de RP105 dépend de la protéine MD-1, homologue de MD-2 et son
profil d’expression est similaire au TLR4 (Miyake et al., 1995, 1998). L’ensemble de ces
données a suggéré que RP105 est un inhibiteur du TLR4. En effet, I’expression de RP105 et
de MD-1 inhibe la formation du complexe TLR4/MD-2/LPS et les souris invalidées pour
RP105 présentent une production excessive de TNF-a en réponse au LPS. Toutefois, il
semble que ’activité inhibitrice de RP105 ne soit pas due a I’interaction entre le complexe

RP105/MD-1 et le LPS (Divanovic et al., 2007).

B. 1. b. Régulation par dégradation

La dégradation ou la déstabilisation d’un transducteur de signal est un des principaux
mécanismes permettant 1’arrét de 1’activation d’une voie de signalisation. L’addition de
chaines d’ubiquitine de type K48 par des E3 ubiquitine ligases permet d’adresser des
protéines au protéasome 26S afin de les dégrader. Ce mécanisme est utilisé afin de réguler
I’activation des voies de signalisation associées aux TLRs et quelques protéines présentant

une activité E3 ubiquitine ligase ont été décrites (Figure 16).

Triad3A (Triad domain-containing protein 3) est une de ces enzymes les plus
¢tudiées. Découverte par une approche de double hybride grace a sa capacité d’interagir avec
le domaine TIR du TLRY, elle est exprimée dans de nombreux tissus et lignées cellulaires. Sa
structure présente deux domaines RING qui sont responsables de son activité E3 ubiquitine
ligase. La surexpression de Triad3A entraine la dégradation du TLR4 et du TLR9 et dans une
moindre mesure la dégradation du TLR3 et du TLRS. Par contre le TLR2 qui est incapable
d’interagir avec Triad3A n’est pas touché. De facon similaire, la surexpression de I’enzyme
entraine un défaut d’activation de NF-kB aprés stimulation des TLR4 et TLR9. Si la
signalisation du TLRS est un peu touchée par Triad3A, la stimulation du TLR2 et du TLR3
induit une activation normale de NF-xB. A I'inverse, 1’utilisation d’ARNs interférents dirigés
contre Triad3A entraine une forte activation de NF-kB suite a la stimulation des TLR4 et
TLR9 tandis qu’aucun changement n’est observé activation des TLR2 et TLR3 (Chuang &
Ulevitch, 2004). La méme équipe a par la suite mis en €évidence des interactions entre
Triad3A et les adaptateurs TRIF, MAL et la kinase RIP1 ainsi que la dégradation de ces

dernieres lorsque Triad3A est surexprimée (Fearns et al., 2006).
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Figure 16 : Schéma représentatif des protéines impliquées dans les mécanismes de
rétrocontrole négatif de la signalisation des TLRs. Divers mécanismes sont mis en place
afin d’inhiber 'activation des protéines de signalisation. Les ubiquitine ligases E3 induisent la
dégradation des protéines via I'ajout de chaines de polyubisuitine K48 (SOCS1, Triad3A,
TRIM30a). Des enzymes inhibent [l'activité des protéines de signalisation en les
déphosphorylant (MKP, SHP1, SHP2) ou en clivant les chaines de polyubiquitine K63 (DUB).
Les adaptateurs a domaine TIR (SIGIRR et ST2L) interagissent avec MAL et MyD88,
empéchant ainsi leur recrutement au complexe récepteur. IRAK-M bloque le recrutement de
TRAF6 par IRAK-1 (d’aprés Liew er al., 2005).

N

Shi et al. (2006) ont montré que TRIM30a, qui fait partie de la famille des protéines
TRIM et possede un domaine RING, participe également a la régulation négative de la
signalisation des TLRs. L’ARNm de TRIM30a est principalement détecté dans les organes du
systtme immunitaire tels que la rate, le thymus ou les ganglions lymphatiques suite a
I’activation des TLRs. TRIM30a interagit avec TAKI ainsi que TAB2 et TAB3 et induit la
dégradation de TAB2 et TAB3 entrainant un défaut de signalisation et d’activation de NF-kB.
La surexpression de TRIM30a entraine une diminution de 1’expression du TNF-a et de I’[L-6
suite a la stimulation des cellules par du LPS en comparaison aux cellules normales. A
I’inverse, I’invalidation de l’expression de TRIM30a entraine une surexpression de ces

cytokines. D’ailleurs, des souris surexprimant TRIM30a sont plus résistantes au choc septique
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alors qu’a I’inverse des souris n’exprimant pas TRIM30a montrent une hypersensibilité au

LPS.

La famille SOCS (Suppressor of cytokine signalling) rassemble 8 protéines dont
I’expression est induite suite a 1’activation d’un récepteur de cytokine selon la voie
JAK/STAT et dont la fonction consiste a inhiber I’activité transcriptionnelle de STAT afin de
réguler négativement cette voie de signalisation. Les protéines SOCS sont caractérisées par la
présence d’un domaine SH2 nécessaire pour interagir avec les protéines cibles en
reconnaissant un résidu de tyrosine phosphorylé. Différentes équipes ont montré que
I’expression de SOCSI est induite aprés stimulation des macrophages par du LPS et que
SOCSI1 est impliqué dans le rétrocontrole négatif de I’activation des TLRs. L’invalidation de
I’expression de SOCS1 entraine une surexpression du TNF-a et de I'[L-12 et augmente la
sensibilité des souris a la toxicit¢é du LPS. Le mécanisme d’action de SOCSI1 est encore
imprécis. Toutefois il semble que SOCS1 qui présente une activité¢ E3 ubiquitine ligase soit
impliqué dans la dégradation de MAL. Suite a la stimulation du TLR2 et du TLR4, MAL est
rapidement phosphorylé par la Btk (Bruton’s tyrosine kinase) et est reconnu par SOCS1 via
son domaine SH2 qui peut alors induire sa polyubiquitination et sa dégradation par le
protéasome 26S. Un défaut de dégradation de MAL suite a I’invalidation du geéne Socs/
entraine une activation prolongée de NF-«kB et une surexpression du TNF-a et de 1I’'IL-6 suite

a la stimulation des TLR2 et TLR4 (Baetz ef al., 2004 ; Gringas et al., 2004).

B. 1. c. Régulation par déubiquitination

L’ubiquitinylation est une modification importante au niveau de nombreuses voies de
signalisation, notamment de celles des TLRs puisqu’elle permet, entre autre, le recrutement et
I’activation de nombreuses protéines. Toutefois cette modification est réversible. Des
déubiquitinylases sont capables de cliver les chaines de polyubiquitine des protéines cibles et
depuis quelques années, la recherche ne cesse de découvrir de nouvelles enzymes, démontrant
ainsi leur importance dans la régulation des voies de signalisation associées aux TLRs (Figure

16).

A20 fut décrite pour la premiére fois comme une protéine protégeant les cellules de la
toxicit¢ du TNF-a. Par la suite, il a été établit que la surexpression de A20 entraine une

régulation négative de 1’activation de NF-kB dans la plupart des voies de signalisation. De

© 2012 Tous droits réservés. http//do&mw-lllle’l fr



Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

plus, des macrophages de souris invalidées pour le gene codant A20 montrent une activation
prolongée du complexe IKK en réponse au LPS, suggérant un role de A20 quant a la
régulation de 1’activation de la voie NF-xB (Lee et al., 2000 ; Boone et al., 2005). A20 est
faiblement exprimée dans la plupart des cellules et son expression peut €tre rapidement
induite par des cytokines pro-inflammatoires et par les ligands des TLRs. La région N-
terminale de A20 contient un domaine DUB (Deubiquitylating enzyme) qui lui permet de
cliver les chaines polyubiquitinylées de protéines cibles (Verstrepen et al., 2010). Pour cela,
A20 recrute des protéines adaptatrices telles que les ABIN (420-binding inhibitor of NF-xB)
ou TAX1BP1 (TAXI-binding protein 1) qui présentent des domaines UBD et permettent des
interactions avec les chaines ubiquitine K63. Toutefois, le mécanisme d’action d’A20 n’a pas
encore ét¢ clairement €lucidé et il semble qu’il soit différent selon les substrats. A20 recrute
TAX1BP1 pour interagir avec RIP1, clive ses chaines d’ubiquitine K63 et induit ensuite sa
dégradation protéasomale grace a son activité¢ E3 ubiquitine ligase qu’elle possede (Boone et
al., 2004 ; Hitotsumatsu ef al., 2008). Par contre, A20 interagit avec TRAF6 via TAX1BP1,
rompant ainsi 1’interaction entre TRAF6 et I’enzyme E2 et limitant ainsi [’auto-
polyubuquitination de TRAF6. De plus A20 ubiquitine ces deux dernieres afin d’induire leur
dégradation (Shembade et al., 2010).

La CYLD (cylindromatosis), initialement identifiée comme un gene suppresseur de
tumeurs est une déubiquitinylase qui régule ’activation de diverses protéines notamment les
protéines TRAF, RIP1, TAKI1 (Bignell et al., 2000 ; Kovalenko ef al., 2003). Yoshida et al.
(2005) ont montré que la CYLD est induite suite a la stimulation du TLR2 et qu’elle inhibe
I’expression du TNF-a, de I’'IL-1PB et de I’'IL-8 en déubiquitinylant TRAF6. Il semble que la
CYLD soit capable d’interagir avec les chaines ubiquitine. Toutefois, il a ét¢ démontré que

I’interaction entre TRAF6 et CYLD nécessite la présence de I’adaptateur p62 (Sun, 2008).

B. 1. d. Régulation par déphosphorylation

Les MAPKs sont des ¢léments clés de la régulation de la synthése de facteurs
inflammatoires et leur activation peut étre modulée par divers mécanismes. Etant donné que
les MAPKs sont activées par phosphorylation, leur déphosphorylation orchestrée par des
phosphatases est un moyen efficace pour les désactiver. Les DUSPs (Dual-specificity
phosphatases) sont capables de déphosphoryler les résidus Tyr et Ser/Thr de protéines cibles.
Parmi les DUSPs se trouve des MKPs (MAPK phosphatases) qui ont pour spécificité la
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déphosphorylation des résidus Tyr et Thr des MAPKSs. Certaines MKPs sont localisées dans
le noyau et leur expression est rapidement induite en réponse a divers stimuli, suggérant leur
implication dans le rétrocontrole négatif de la signalisation des MAPKs. La génération de
souris déficientes pour diverses MKPs a montré que ces phosphatases présentent des
spécificité de substrats différentes et que leurs activités ne sont pas redondantes (Liu et al.,

2007).

MKP-1, P’archétype des MKPs est une protéine de 40 kDa, exprimée dans divers
tissus. Son expression est rapidement et transitoirement induite par les agonistes des TLRs et
résulte en la déphosphorylation de p38 MAPK et de JNK dans une moindre mesure. MKP-1
est un ¢élément important du rétrocontrole négatif de 1’activation des macrophages. En effet,
I’expression de MKP-1 induite par le LPS est corrélée a une déphosphorylation de JNK et p38
MAPK alors que ERK1/2 n’est pas touchée. L inhibition de 1’activité de MKP-1 bloque cette
déphosphorylation tandis que sa surexpression entraine une forte inhibition de 1’expression du
TNF-a et de I’[L-6 induite par le LPS (Chen et al., 2002). L’invalidation de 1’expression de
MKP-1 chez des souris entraine une surproduction de cytokines pro-inflammatoires ainsi

qu’une augmentation du taux de mortalité en réponse au LPS (Zhao et al., 2006).

Les tyrosines phosphatases peuvent également réguler la signalisation des TLRs. An et
al. (2008) ont montré que SHP1 (SH2-containing protein tyrosine phosphatase 1) peut
interagir avec IRAKI et inhiber son activité, provoquant ainsi un défaut d’activation des
MAPKs et de NF-«B. L’invalidation de I’expression de SHP1 entraine ainsi une
surproduction des cytokines proinflammatoires en réponse a la stimulation des TLRs tandis
que I’expression de I’'IFN de type I n’est pas touchée. SHP2 régule également la signalisation
des TLRs en ciblant la voie dépendante de TRIF. Toutefois cette régulation est indépendante
de la fonction phosphatase de SHP2 qui agit en interagissant avec le domaine kinase de
TBKI1. L’invalidation de I’expression de SHP2 entraine une surproduction du TNF-a et de
I’IFN-B en réponse a la stimulation du TLR3 (An et al., 2006). Ces données suggerent des
roles opposés dans la régulation de la réponse inflammatoire : SHP1 favoriserait la réponse

antivirale tandis que SHP2 I’inhiberait.

B. 1. e. Régulation par des protéines transmembranaires

Le gene St2 (Supressor of tumorigenicity) code pour le récepteur de I’'[L-33 et fait
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partie de la famille des récepteurs a domaine TIR. Deux variants issus de 1’épissage alternatif
de ’ARNm ont été décrits : ST2L qui est une protéine transmembranaire de type I exprimée
par la plupart des cellules hématopoiétiques et sST2 qui correspond a la région extracellulaire
de ST2L et qui est exprimée par les cellules hématopoiétiques et non hématopoiétiques.
Contrairement aux autres récepteurs TIR, ST2 n’est pas capable d’activer NF-xB bien qu’il
active les MAPKs. Les travaux de Brint et al. (2004) ont montré que le LPS induit
I’expression de ST2L dans les macrophages et que des souris invalidées pour I’expression de
ST2L produisent des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires en réponse au LPS en
comparaison aux souris sauvages. ST2L agit en séquestrant les adaptateurs MyD88 et MAL,
impliquant des interactions entre domaine TIR. Par contre, il n’intervient pas dans la
régulation négative de la voie dépendante de TRIF. Des souris Sz2”" ne sont pas sensibles au
choc septique induit par le LPS alors qu’elles sont incapables de développer une tolérance a
I’endotoxine. Cela s’explique par le fait que ST2L qui est présent dans les cellules n’est
transloqué a la membrane plasmique qu’apres 4 heures de stimulation par le LPS. Ainsi ST2L
n’intervient pas réellement dans le rétrocontréle négatif de 1’activation des TLRs mais

contribuerait plutdt aux mécanismes de tolérance.

sST2 est également un régulateur négatif de I’inflammation. Toutefois son mode
d’action est différent de ST2L. sST2 est détecté dans le sérum de patients sains et son taux
augmente chez les patients atteints de maladies autoimmunes. Il se fixe aux macrophages et
cette interaction est renforcée apres stimulation par le LPS. In vivo, I’administration de sST2
inhibe la sécrétion de TNF-a, IL-6 et IL-12 dans le sérum et diminue le taux de mortalité en
réponse au LPS. A D'inverse, I’inhibition de I’activité régulatrice de sST2 par [’utilisation

d’anticorps bloquants augmente les effets toxique du LPS (Sweet et al., 2001).

SIGIRR (Single immunoglobulin IL-1-retated protein) est également un récepteur
présentant un domaine TIR. Egalement appelé TIRS, il est fortement exprimé par les cellules
immunitaires et par les cellules épithéliales au niveau des reins, du foie et du systeme digestif.
Son expression est diminuée suite a la stimulation par le LPS. Par contre, les macrophages de
patients atteints de septicémie expriment plus le récepteur en comparaison aux patients sains
(Galanda et al., 2009). Les souris déficientes pour SIGIRR montrent une augmentation de
I’activation de NF-kB corrélée a un taux élevé de production de cytokines en réponse a la
stimulation des TLR4 et TLR9 (Wald et al., 2003 ; Garlanda et al., 2004). Par contre, tout
comme pour ST2, la voie dépendante du TLR3 n’est pas touchée par I’invalidation de

I’expression de SIGIRR, suggérant encore une fois un mécanisme régulant I’activation de la
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voie dépendante de MyD88 (Garlanda et al., 2004). Le mécanisme d’action de SIGIRR n’est
pas encore clairement établi mais de facon similaire a ST2, SIGIRR recruterait IRAK1 et

TRAF6 a la membrane apres activation des TLRs via les domaines TIR (Qin et al., 2005).

B. L f. Autres protéines inhibitrices

IRAK-M est un membre de la famille des protéines IRAK qui a perdu son activité
Ser/Thr kinase et dont l’expression est induite suite a la stimulation des TLRs. Des
macrophages invalidés pour 1’expression d’IRAK-M montrent une production élevée de
cytokines en réponse a ’activation des TLRs par rapport aux cellules non invalidées, due a
une augmentation de la phosphorylation des MAPKs et a une importante dégradation de IkB-
a. Par ailleurs, ces cellules ne montrent pas de diminution de 1’expression des cytokines suite
a une restimulation par le LPS, indiquant une perte de la tolérance des macrophages pour
I’endotoxine. C’est en interagissant avec IRAK-1 qu’IRAK-M inhibe [’activation des
MAPKs. En effet, IRAK-M bloque la dissociation d’IRAK-1 du complexe récepteur et
empéeche ainsi la formation du complexe IRAK-1/TRAF6 (Kobayashi et al., 2002 ; Nakayama
et al., 2004 ; Hassan et al., 2009).

Les B-arrestines 1 et 2 sont des protéines impliquées dans la désensibilisation et
I’endocytose de différents récepteurs de surface cellulaire. Elles interagissent avec diverses
molécules comme les kinases de la famille Src ou les MAPKs et modulent leur
phosphorylation ou leur ubiquitination. Les travaux de Wang et al. (2006) ont montré que les
B-arrestines interagissent avec TRAF6 suite a I’activation de la voie dépendante de MyDSS.
Cet événement empéche ’autoubiquitination et 1’oligomérisation de TRAF6, résultant en un
défaut d’activation des facteurs de transcription AP-1 et NF-kB et en une diminution de
I’expression des cytokines TNF-a, IL-6 et IL-8. A I’inverse, une inhibition de 1’expression de
B-arrestine 2 entraine une surproduction de TNF-a et d’IL-6 en réponse au LPS, et des souris
exposées pour la seconde fois au LPS montrent un taux de survie moindre lorsqu’elles

n’expriment pas le géne Arrb2.

Un autre mécanisme impliquant la B-arrestine 2 dans la régulation de I’activation de la
voie NF-kB a ét¢ décrit par Kizaki et al. (2008). Ces travaux montrent que la B-arrestine 2
interagit avec IkB-a et que sa surexpression entraine une inhibition de la dégradation de IxB-

a, bloquant ainsi la libération de NF-«xB.
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Tollip (Toll interacting protein) est un régulateur endogene de la signalisation des
TLRs qui agit selon deux mécanismes distincts. Tollip est présent dans la cellule a 1’état basal
ou il interagit avec IRAK-1, inhibant ainsi 1’autophosphorylation de la kinase. Cependant,
I’activation de IRAK-1 suite a la stimultion par le LPS conduit a la phosphorylation de Tollip,
induisant ainsi la dissociation du complexe. (Burns et al., 2000 ; Zhang & Ghosh, 2002).
L’activation des TLRs conduit également a la stabilisation de I’expression du régulateur qui
se fixe alors aux domaines TIR des TLR2 et TLR4 (Bulut et al., 2001 ; Zhang & Ghosh,
2002). Le role exact de Tollip dans le rétrocontrole négatif de la signalisation des TLRs reste
incompris. En effet, la surexpression de Tollip entraine une diminution de I’expression de
I’IL-6 et du TNF-a apres activation des TLRs tandis que ’invalidation de son expression

n’induit pas la suractivation de NF-kB (Zhang & Ghosh, 2002 ; Didierlaurent ef al., 2006).

SIKE (Supressor of IKKe) régule 1’activation de IFR3 suite a la stimulation du TLR3.
Présent dans la cellule a I’état basal ou il interagit avec TBK1 et IKKe, son expression est
augmentée apres stimulation par LPS et il se dissocie alors du complexe. La surexpression de
SIKE empéche les interactions entre TRIF, TBK1, IKKe et IRF3, résultant en un défaut de
I’activation de IRF3 et de la transcription des génes IRSE dépendants. Par contre, SIKE ne
bloque pas les interactions entre TRIF et RIP1 et n’altere pas ’expression des genes NF-xB

dépendants (Huang et al., 2005 ; Piao et al., 2009).

B. 2. Inhibition transcriptionnelle et post-transcriptionnelle

B. 2. a. Régulation de I'activité des facteurs de transcription

Le GSK3 phosphoryle le second résidu de Ser/Thr des sites consensus Ser/Thr-X-X-
X-Ser/Thr-P présents au niveau des facteurs de transcription afin d’augmenter leur activité
transcriptionnelle en favorisant leur translocation nucléaire et leur fixation sur les régions
promotrices. La phosphorylation de la GSK3 par Akt/PKB au niveau de la Ser’ entraine une
inactivation de la GSK3 et de nombreuses études ont montré 1’implication de la voie
PI3K/Akt dans la régulation négative de la signalisation des TLRs (Wang ef al., 2011). Dans
les cellules dendritiques murines déficientes pour la PI3K, I’activation des TLRs par
différents agonistes induit une forte expression d’IL-12 en comparaison aux cellules non
invalidées (Fukao et al., 2002). Aksoy et al. (2005) ont montré que dans les cellules

dendritiques dérivés de monocytes, 1’inhibition de la PI3K par des composés chimiques
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augmente la translocation nucléaire de NF-xB et la synthése d’IFN-f suite a la stimulation du
TLR3 et du TLR4. Dans les cellules THP-1 exprimant un dominant négatif de Akt/PKB,
I’activité du promoteur du TNF-a en réponse au LPS est supérieure aux cellules normales.
Cette observation est corrélée a I’absence de phosphorylation de GSK3 et a une translocation

plus importante de NF-kB et de AP-1 dans le noyau (Guha & Mackman, 2002).

ATF3 (Activating transcription factor-3) est un facteur de transcription membre de la
famille ATF/CREB qui se lie sur les sites consensus CRE. Gilchrist et al. (2006) ont montré
que son expression est induite aprés stimulation de macrophages de souris par le LPS et qu’il
se fixe sur le promoteur du gene de I’1L-6 et de I’'IL-12 a proximité du site de fixation de NF-
kB. La stimulation de macrophages de souris Atf3'/ " par le LPS entraine une surproduction des
ARNm d’IL-6 et d’IL-12 en comparaison aux cellules non invalidées. ATF3 agirait en se
fixant sur les sites d’acétylation des histones, entrainant ainsi une modification de la structure

de la chromatine et empéchant ainsi la fixation de facteurs de transcriptions tels que NF-kB.

Pin-1 (peptidyl-prolyl isomerase 1) présente la capacité de se fixer a IRF3 apres qu’il
ait ¢ét¢ phosphorylé, résultant en I’inhibition de la transcription des genes dépendants.
L’interaction de Pin-1 avec IRF3 conduit a la polyubiquitinylation et a la dégradation
protéasomale du facteur de transcription et les souris Pin-1" produisent des taux élevés
d’TFN-fB suite a I’activation du TLR3 en comparaison aux cellules normales. Il a également
été démontré que Pin-1 peut interagir avec p65, protégeant ainsi la protéine de la dégradation
induite par SOCSI et augmentant sa translocation nucléaire. Ces données suggérent un role

pour Pin-1 dans la régulation de la réponse anti-virale (Ryo et al., 2003 ; Saitoh et al., 2006).

A Torigine, les travaux portant sur Bcl-3 montraient que la protéine est capable
d’induire I’expression de genes NF-xB dépendants. Toutefois, il est désormais clairement
¢tabli que Bcl-3 régule également négativement les réponses inflammatoires induites par
I’activation des TLRs. En effet, I’expression de Bcl-3 est fortement induite suite a la
stimulation des TLR2, TLR4 et TLRS alors que les agonistes des TLR7/TLR8 et TLR9
n’induisent que modérément son expression (Brasier et al., 2001). Le promoteur du gene
codant Bcl-3 présente des sites kB essentiels a I’expression de Bcl-3 en réponse au LPS
(Wessells et al., 2004). Des dominants négatifs de p65 entraine un défaut d’expression de
Bcl-3 tandis que la transfection de cellules par une protéine mutée p65 constitutivement active
résulte en I’expression de Bcl-3 (Brasier ef al., 2001). Bcl-3 se fixe aux diméres p50/p50,

induit leur translocation nucléaire et renforce leur fixation sur les sites kB des geénes cibles
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(Zhang et al., 1994 ; Caamano ef al., 1996 ; Watanabe ef al., 1997). Cet événement n’affecte
pas la translocation nucléaire du complexe p65/p50 mais par contre empéche sa fixation sur
I’ADN (Kuwata et al., 2003). Cramody et al (2007) ont également reporté que la fixation de
Bcl-3 sur les complexe p50/p50 empéche I"ubiquitination et de dégradation protéasomale de
p50. L’invalidation de I’expression de Bcl-3 résulte en la surexpression des ARNm du TNF-a
et de I'IL-1P suite a I’activation des TLRs en comparaison aux cellules normales (Kuwata et
al., 2003 ; Wessells et al., 2004 Carmody et al., 2007). Bcl-3 a un role important dans la
tolérance des cellules puisque son expression est prolongée aprés 1’activation du TLR4. Suite
a une seconde stimulation des cellules par le LPS, p65 ne se fixe pas sur le promoteur du
TNF-a puisque le complexe p50/p50 occupe les sites kB. Par contre lorsque les cellules sont
invalidées pour I’expression de Bcl-3, p65 est retrouvé fixé aux sites kB. D’ailleurs,
I’invalidation du gene Bcl3 entraine la surexpression du TNF-a suite a une seconde activation

du TLR4 et diminue le taux de survie des souris en réponse au LPS (Carmody et al., 2007).

IkB-C et IkBNS sont également impliquées dans la régulation des genes NF-xB
dépendants dont 1’expression est induite suite a la stimulation des TLRs. Toutefois, ces deux
protéines IxB ont des fonctions opposées. En effet, IxB-C inhibe la fixation du complexe
p65/p50 sur les sites kB des promoteurs en favorisant la fixation du complexe p50/p50 et
inhibe ainsi I’expression du TNF-a en réponse au LPS. Par contre 1kB- induit I’expression de
I’IL-6 (Yamazaki et al., 2001 ; Muta et al., 2003 ; Motoyama et al., 2005 ; Totzke et al.,
2006). A I'inverse, IkBNS inhibe 1’expression de I’IL-6 mais pas du TNF-a en réponse au
LPS (Hirotani ef al., 2005 ; Kuwata et al., 2006b).

B. 2. b. Régulation post-transcriptionnelle

Méme si la transcription d’un géne peut €tre rapidement réprimée, 1’accumulation
d’ARNm va conduire a une forte production de la protéine. Aussi les mécanismes de
régulation post-transcriptionnelle sont des moyens efficaces afin de modifier la stabilité et/ou
la traduction des ARNm et ainsi contréler le taux d’expression d’un géne. Le régulation post-
transcriptionnelle implique généralement les régions 5° ou 3’ UTRs (Unstranslated regions)
de ’ARNm mature et des protéines RBP (RNA-binding protein) qui interagissent

spécifiquement avec ces régions.
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B. 2. b. -i) Déstabilisation et dégradation des ARNm

Dans I’é¢tude des mécanismes de régulation post-traductionnelle, les travaux se sont
focalisés sur les séquences AREs (Adenosine/uridine-rich elements) présentes au niveau des
régions 3’'UTRs de nombreux transcrits codant par exemple pour le TNF-a, ’'IL-1p, 1’'IL-6,
I’IL-8 ou encore I'[FN-y. Parmi les protéines impliquées dans la déstabilisation et la
dégradation des ARNm, la TTP (Tristetraproline) est actuellement la mieux caractérisée. Des
souris invalidées pour TTP montrent une inflammation généralisée avec un développement
spontan¢ d’arthrite due a une surproduction du TNF-a (Taylor et al., 1996). Des macrophages
issus de ces souris ont révélé que la transcription du géne du TNF-a n’est pas affectée par
I’absence de la TTP. Par contre, le temps de demi-vie des transcrits est considérablement
augmenté en comparaison aux macrophages issus de souris sauvages (Carballo ef al., 1998).
TTP interagit avec les ARNm cibles et diverses protéines : des enzymes de déadénylation, le
complexe exosome constitu¢ d’hélicases et de 3’5’ exonucléases et le complexe impliqué
dans le décoiffage de ’ARNm et leur dégradation 5’3 (Eulalio et al., 2007). L’activation de
TTP est sous le controle de p38 MAPK. En effet, p38 MAPK active MK2 (MAPK activated
protein kinase-2) qui est responsable de la phosphorylation de TTP. Cette modification
permet I’interaction entre TTP et la protéine 14-3-3 et empéche la fixation de TTP aux ARNm
cibles. L’invalidation de I’expression de MK2 entraine une forte diminution de I’expression
du TNF-a, de I’'IL-6 et de I’'[L-1B (Neininger et al., 2002). Un défaut de phosphorylation de
TTP du a des mutations entraine une activation constitutive de la protéine et par conséquent
une diminution de I’expression induite par le LPS d’un geéne rapporteur placé sous le controle
du 3’UTR du TNF-a. Mais I’activité de MK2 est contrebalancée par la PP2A et les enzymes
MK2 et PP2A agissent de facon séquentielle afin de controler 1I’expression, la localisation et
I’activation de TTP (Sun et al., 2007). Ainsi, MK2 en phosphorylant TTP empéche sa
dégradation tandis que 14-3-3 contrdle sa redistribution cytoplasmique, conduisant a une
accumulation de TTP inactive dans un premier temps et résultant en la synthése de facteurs
inflammatoires. Puis I’action de PP2A permet la déphosphorylation de TTP, conduisant a sa
liberation et ainsi a la dégradation des transcrits cibles afin de stopper la réaction

inflammatoire (Brook et al., 2006) (Figure 17).

En déphosphorylant p38 MAPK, MKP-1 régule également I’activité de TTP et
contrdle ainsi ’expression de cytokines pro-inflammatoires. Récemment, des travaux ont
montré que MKP-1 favorise également la translocation nucléaire de AUF1 (ARE/poly-(U)

binding degradation factor 1), une RBP présentant une activité¢ similaire a TTP. D’ailleurs,
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I’invalidation de ’expression de MKP-1 entraine un défaut d’interaction entre AUF1 et les
ARNm du TNF-a et de I’IL-6, résultant en une augmentation du temps de vie des ARNm en

comparaison au cellules exprimant MKP-1 (Yu et al., 2011).

Cellules non Activation des Rétrocontréle négatif de
stimulées TLRs I’activation des TLRs
Activité de p38 Faible Elevée Faible
Taux de TTP Tres faible Elevée En déclin
Phosphorylation de TTP Faible Elevée Faible
Localisation de TTP Nucléaire Cytoplasmique Nucléaire/cytoplasmique
Stabilité de TTP Instable Stable Instable
Activité de TTP Elevée Faible Elevée
Stabilite de TARNm du Instable Stabilisé Instable
TNF-a
1 1
1 1
o ! !
L I 1
Z 1 |
S | '
© ! !
£ : :
zZ 1 1
z ' |
' : 1 temps
1

Figure 17 : Expression de ’ARNm du TNF-a selon I’activité de p38 MAPK et de TTP.

B. 2. b. -ii) Inhibition de la traduction

Plusieurs RBPs bloquent la traduction de transcrits qui codent pour des protéines de
régulation de I'inflammation. Bien que des macrophages issus de souris invalidées pour
I’expression de TIA-1 (T cell intracellular antigen -1) expriment des taux similaires d’ARNm
du TNF-a en réponse au LPS que des macrophages de souris sauvages, les macrophages Tia-
I sécrétent plus de cytokine, suggérant que TIA-1 agit comme régulateur de la traduction
(Piecyk et al., 2000). TIAR (TIA4-1 related protein) qui présente de fortes homologies avec

TIA-1 réprime la traduction de MMP-13, une collagénase impliquée dans le développement
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de la polyarthrite rhumatoide (Yu et al., 2003). TIA-1 agit en promouvant la formation d’un
complexe d’initiation de la traduction non conforme et en dirigeant I’ARNm vers les granules
de stress, des lieux de stockage d’ARNm associés a des complexe de pré-initiation de la
traduction et qui se forment dans la cellules en cas de stress nutritif ou inflammatoire. TIAR a
¢galement €té retrouvé dans ces granules de stress, lui suggérant un mécanisme d’action

similaire a TIA-1 (Anderson et al., 2004).

B. 3. Régulation par les miRNAs

Les réponses induites suite a la stimulation des TLRs sont régulées par divers
mécanismes qui agissent au niveau des voies de signalisation mais également au niveau de
I’expression méme des genes cibles codant pour des cytokines, chimiokines ou facteurs
inflammatoires. Les miRNAs (microRNAs) sont des petits ARNs endogénes qui régulent
I’expression de protéines. Ils s’associent avec les transcrits sur la base de leur
complémentarité¢ et induisent la dégradation des ARNm ou inhibent leur traduction.
Récemment, des études ont montré que les miRNAs peuvent €tre exprimés suite a I’activation
des TLRs et qu’ils sont impliqués dans I’inhibition de leur signalisation a divers niveaux

(O°Neill et al., 2009).

B. 3. a. Régulation de I'expression des TLRs

Les analyses bioinformatiques des régions 3’UTR des TLRs ont révelé la présence de
séquences conservées pouvant étre des cibles potentielles des miRNAs. D’autres séquences
non conservées ont également été¢ identifiées comme cibles des miRNAs suggérant leur
implication dans une régulation différentielle de I’expression des TLRs selon les tissus et les

cellules ou les miRNAS sont transcrits.

La stimulation des macrophages péritonéaux de souris par le LPS induit I’expression
de différents miRNAs tels que miR-155, let-7e ou encore miR-181c¢ (Androulidaki et al.,
2009). Les travaux de Chen ef al. (2007) ont montré que 1’expression du TLR4 est régulée
dans les cellules épithéliales biliaires par les miRNAs membres de la famille let-7 dont let-7i.
La stimulation de ces cellules par le LPS conduit a la diminution de I’expression de let-7i.

Cette observation suggere une régulation différente de I’expression du TLR4 dans ces cellules
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en comparaison aux macrophages péritonéaux de souris. En effet, les macrophages ont pour
fonction de surveiller I’organisme d’une infection pathogene et I’expression du TLR4 est par
conséquent essentielle pour mener a bien cette mission. Par contre, apres qu’ils aient été
activés suite a la reconnaissance d’un ligand microbien, les macrophages doivent étre
désactivés afin de prévenir une expression excessive de facteurs pro-inflammatoires. A
I’inverse, les cellules épithéliales ont besoin d’étre activées au préalable afin répondre au
mieux a I’inflammation et la présence de miRNA dirigé contre le TLR4 dans ces cellules
permet une expression de base du récepteur qui peut €tre augmentée en cas de besoin. La
régulation du TLR4 par let-71 a lieu au niveau traductionnel puisque I’expression du miRNA
ne modifie pas la syntheése de I’ARNm du TLR4. Par contre, la transfection de ces cellules par
un ARN antisens let-7i induit une surexpression du récepteur (Chen et al., 2007). Dans les
macrophages péritonéaux de souris, un antisens let-7e induit la surexpression de ’ARNm du

TLR4 (Androulidaki ef al., 2009).

A T’heure actuelle, peu de données concernant la régulation de 1’expression des TLRs
par les miRNAs sont disponibles, limitant la compréhension de I’importance de cette

régulation dans I’inflammation.

B. 3. b. Régulation de I'expression des protéines de signalisation

De nombreux miRNAs ont ét¢ identifiés comme régulateurs de ’expression de
diverses protéines ayant une fonction importante dans la signalisation de I’ensemble des TLRs
Taganov et al. (2006) ont montré que la stimulation des TLR2, TLR4 et TLRS induit
I’expression de miR-146 dans les THP-1 alors que la stimulation des TLR3, TLR7 et TLR9
ne conduit pas a I’expression du miRNA. Le promoteur du gene codant miR-146 présente des
¢léments de réponse pour NF-kB et IRF3/IRF7. La mutation des sites kB entraine un défaut
d’expression de miR-146 alors que ce n’est pas le cas pour les IRSE. L’expression de miR-
146 conduit a la diminution de 1’expression de TRAF6 et IRAK1. miR-155 est induit suite a
I’infection par Helicobacter pylori et régule I’expression de plusieurs protéines : MyD88
selon un mécanisme transcriptionnel et TAB2 et IKKe selon un mécanisme traductionnel.
L’utilisation d’inhibiteurs ou d’ARN antisens de miR-155 conduit a la surexpression de 1’'TL-8
en réponse a H. pylori (Ceppi et al., 2008 ; Xiao et al., 2009 ; Tang et al., 2010). Dans les
cellules ovariennes cancéreuses, la faible expression de miR-199a conduit a une importante

expression de sa cible IKKp, résultant en une importante prolifération de ces cellules (Chen et
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al., 2008).

B. 3. c. Régulation de I'expression des facteurs de transcription

En réponse a I'infection par le KSHV (Kaposi’s sarcoma associated Herpes virus), les
cellules endothéliales lymphatiques expriment miR-132 qui inhibe 1’expression de p300
résultant en la diminution de I’expression de I’'IFN-f. L inhibition de I’expression de miR-132
restaure I’expression de p300 et de 'IFN-B et diminue la réplication du KSHV dans les
cellules. L’infection des monocytes par ’HSV-1 et THCMV (Human cytomegalovirus) induit
¢galement I’expression de miR-132 (Lagos et al., 2010).

Dans les monocytes, les ligands des TLR2, TLR4 et TLR7/8 stimulent 1’expression de
miR-9 de facon NF-«B dépendante. Le LPS induit également la transcription du géne NFKB1
qui code pour p105. Toutefois le taux de protéines synthétisées reste constant. La transfection
des monocytes par un vecteur codant pour miR-9 entraine une diminution de 1I’expression de
pl05, indiquant que la régulation de 1’expression de la protéine est due a une régulation

traductionnelle de son ARNm par miR-9 (Bazzoni et al., 2009).

B. 3. d. Régulation de I'expression des cytokines

L’expression des cytokines est également controlée par des miRNAs. Certains
miRNAs ont pour cibles les régions 3’UTR des ARNm codant les cytokines. Tili ef al. (2007)
ont montré que I’expression de miR-125b qui est induite dans les macrophages apres
stimulation par le LPS est corrélée a la diminution de 1’expression d’un vecteur placé sous le
contrdle de la région 3’UTR du TNF-a. D’autres travaux ont montré que des miRNAs
s’associent aux RBPs afin de réguler de fagon post-transcriptionnelle ou traductionnelle
I’expression des cytokines. Ainis, MiR-16 s’associe a TTP afin de dégrader les ARNm du
TNF-a. L’invalidation de I’expression de TTP ou de miR-16 restaure 1’expression du TNF-a.
(Jing et al., 2007). El Gazzar & Mc Call (2010) ont mis en évidence 1’expression des miR-
221, miR-579 et miR-125b en réponse a une seconde stimulation par le LPS. miR-221
s’associe @ TTP et AUF1 afin d’inhiber I’expression des transcrits du TNF-a et I’invalidation
de I’expression de miR-221 restaure la synthése de ’ARNm du TNF-a. Par contre, cette
invalidation de miR-221 ne restaure pas I’expression de la protéine puisque miR-579 et miR-

125b inhibent la traduction des transcrits du TNF-o en association avec TIAR. La mutation
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des sites de fixation des trois miRNAs au niveau de la région 3’UTR du transcrit du TNF-a
conduit a la synthése de ’ARNm du TNF-a et a I’expression de la cytokine dans les

macrophages tolérants restimulés par le LPS.
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Chapitre I :

Etude de la fixation de la CyPB sur

les macrophages
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A. Introduction

Les cyclophilines sont des protéines ubiquitaires tres conservées au cours de
I’évolution. Elles présentent de fortes homologies de séquence au niveau du noyau central qui
comprend le site enzymatique et la poche de fixation de la CsA (Handschumacher et al.,
1984 ; Fischer et al., 1989). Au sein de cette famille, les CyPA et CyPB extracellulaires ont

¢€té caractérisées pour leurs propriétés inflammatoires (Yurchenko et al., 2010).

La CyPA est majoritairement retrouvée au niveau du cytosol tandis que la CyPB est
localisée au niveau du réticulum endoplasmique. Cette derniere peut également étre
constitutivement sécrétée par certaines cellules telles que les chondrocytes ou les
kératinocytes (De Ceuninck ef al., 2003 ; Fearon et al., 2011). Par contre, en réponse au stress
oxydatif ou a des stimuli inflammatoires, les CyPA et CyPB sont toutes deux sécrétées par les
cellules immunitaires, les cellules musculaires lisses vasculaires (Sherry et al., 1992 ; Jin et
al., 2000). Parallelement, il a ét¢ démontré que les cyclophilines extracellulaires présentent
une activité chimioattractante pour les lymphocytes T, les monocytes et les neutrophiles par
un mécanisme li¢ a la génération d’un flux calcique intracellulaire et ’activation de la voie
p44/p42 MAPK (Sherry et al., 1992 ; Xu et al., 1992 ; Allain et al., 2002). De plus, des
travaux réalisés au Laboratoire ont révélé que la CyPB est capable d’augmenter 1’adhérence
des lymphocytes sur la matrice extracellulaire par un mécanisme dépendant de 1’activation
des intégrines (Allain et al., 2002). L’ensemble de ces données suggere la participation des

cyclophilines dans le recrutement des cellules sur le site de 1’inflammation.

Les réponses cellulaires induites par les cyclophilines sécrétées ont suggéré la
présence de récepteurs a la surface des cellules cibles. Ainsi, les travaux menés au Laboratoire
ont mis en évidence I’existence de deux sites de fixation pour la CyPB: I'un de nature

protéique, ’autre de nature glycanique (Allain et al., 1994 ; Denys et al., 1997, 1988b).

L’équipe de Bukrinsky ont mis en évidence la fixation des CyPA et CyPB au CD147,
une glycoprotéine membranaire initialement décrite comme un inducteur de
métalloprotéinases (Pushkarsky ef al., 2001 ; Yurchenko et al., 2001, 2002). Des travaux de
mutagénése dirigée ont permis de caractériser 1’interaction entre la CyPB et le CD147 qui fait
intervenir la région centrale conservée des cyclophilines (Carpentier ef al., 2002). D’ailleurs
’utilisation d’anticorps bloquants dirigés contre le CD147, la mutation du site PPlase ou
encore I'utilisation de CsA bloque les effets des cyclophilines (Carpentier ef al., 2002 ; Allain
et al., 2002 ; Yurchenko et al., 2002).
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La fixation de la CyPB sur les lymphocytes est diminuée lorsque les cellules sont
mises en présence d’héparine libre ou traitées par 1’héparinase. Ces données ont suggéré que
le second site de fixation de la CyPB correspond a des chaines HS portées par les HSPGs
(Denys et al., 1998b). L’utilisation d’anticorps bloquants dirigés contre les HSPGs et
I’invalidation de I’expression des HSPGs par ARN interférence ont permis de démontrer que
les activités de la CyPB sont dépendantes du syndécan-1 (Pakula et al, 2007). Des
expériences de mutagénese dirigée ont révélé au niveau de la région N-terminale de la CyPB
I’implication des acides aminés *’KKK° et *YFD'® dans la fixation de la cyclophiline aux
chaines HS. Plus récemment, le motif structural héparinique a été caractérisé. Il s’agit d’un
octasaccharide présentant en position 2 non réductrice une glucosamine 3-O-sulfatée
(Vanpouille et al., 2004, 2007). Cette modification rare des chaines HS est générée par les 3-
OSTs (Figure 8 p37) et ’invalidation de la 3-OST-3, qui est fortement exprimée dans les
monocytes et les lymphocytes T, entraine une diminution de la fixation de la CyPB aux
lymphocytes T (Vanpouille ef al., 2007 ; Deligny et al., 2010). Les sites de fixation de la
CyPB au CD147 et aux chaines HS sont diamétralement opposé€s ce qui permet a la CyPB
d’interagir simultanément avec ces deux récepteurs. Par contre, la CyPA qui ne posséde pas
les séquences "KKK’ et ""YFD'® présente une affinité trés faible pour les HS (Denys et al.,

1998b ; Carpentier ef al., 1999b).

La fixation des CyPA et CyPB induit le chimiotactisme des lymphocytes T, des
monocytes et des neutrophiles par un mécanisme li¢ a la génération d’un flux calcique
intracellulaire et 1’activation de la voie p44/p42 MAPK . Ces réponses sont dépendantes du
CD147 alors que les HSPGs ne semblent pas indispensables. En effet, la CyPBgkk. mutée
génere un flux calcique et un chimiotactisme plus faible que ceux induits par la CyPB non
mutée. De plus, ces réponses sont similaires a celles observées pour la CyPA, suggérant que
la fixation de la CyPB aux HSPGs permet des réponses de plus grande amplitude (Yurchenko
et al., 2001 ; Allain et al., 2002). L’adhérence, induite par la CyPB, des lymphocytes T a la
matrice extracellulaire est dépendante du CD147 et des HSPGs. L’utilisation d’anticorps anti-
CD147 et I’invalidation de I’expression du syndécan-1 inhibent I’activité pro-adhésive de la
CyPB. De méme, des cellules traitées a 1’héparinase ou mises en présence d’inhibiteurs de
I’activation de la voie p44/p42 MAPK montrent une inhibition de la phosphorylation des
protéines ERK1/2 et de I’adhérence des lymphocytes a la matrice extracellulaire. D’ailleurs,
la CyPA ou les CyPBgkk. ne présentent pas d’activité pro-adhésive (Allain et al., 2002 ;
Pakula et al., 2007).
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Les activités de la CyPB sur les lymphocytes ont été largement étudiées alors que les

réponses induites par cette protéine sur les macrophages ont fait I’objet de peu d’études.

Dans ce contexte, le sujet de recherche qui m’a été confi¢ durant ma thése a été de
déterminer les réponses induites par la CyPB sur les macrophages et d’étudier son role dans la

régulation de I’activité de ces cellules immunitaires.

Pour mener a bien ce projet, nous avons réalisé nos expériences sur des macrophages
humains dérivés de monocytes isolés du sang. Toutefois ces cellules primaires sont
difficilement transfectables. Nous avons alors également cherché a identifier une lignée
cellulaire présentant les mémes réponses que les macrophages humains afin de palier les
problémes liés a la transfection. Pour cela, nous avons utilisé les cellules de la lignée pro-
monocytaire THP-1 différenciées en macrophages par traitement a la 1,25-dihydroxyl-

vitamine D3.

Dans un premier temps, nous avons €tudié les réponses induites par la CyPB sur les
macrophages humains et les cellules de la lignée THP-1. Nous avons vérifié si ces réponses
sont dépendantes de 1’activation des mémes voies de signalisation que celles décrites pour les

lymphocytes et si les mémes récepteurs sont impliqués.

B. Résultats

B. 1. Etude de la fixation de la CyPB sur les cellules THP-1

Avant d’étudier les réponses induites par la CyPB sur les cellules THP-1, nous avons
voulu savoir si ces cellules exprimaient bien les récepteurs de la CyPB. Pour cela, nous avons
analys¢ la fixation d’anticorps anti-CD147 et anti-syndécan-1 sur les cellules par
cytofluorimétrie en flux (Figure 18A). L’expérience a révélé que les cellules THP-1
expriment bien le CD147 et le syndécan-1, suggérant que la CyPB puisse se fixer sur ces
cellules. Afin de valider cette hypothese, nous avons utilisé la CyPB couplée a la fluorescéine
et analysé sa fixation sur les cellules THP-1 par cytofluorimétrie en flux (Figure 18B).
Comme montré dans la figure, les cellules THP-1 fixent la CyPB, ce qui est en accord avec la

présence du CD147 et du syndécan-1 sur ces cellules.
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Figure 18: Fixation de la CyPB sur les cellules THP-1. A. Etude de I'expression du
syndécan-1 et du CD147 dans les cellules THP1 différenciées en macrophages.
L’'expression du CD147 et du syndécan-1 est analysée par cytofluorimétrie en flux
(histogramme blanc). La réactivité des anticorps est comparée aux isotypes contréles
(histogramme gris). B. Etude de la fixation cellulaire de la CyPB. Les cellules THP-1 sont
incubées en présence de 50 nM de CyPB couplée a la fluorescéine. Aprés lavage, la fixation
cellulaire est analysée par cytofluorimétrie en flux (histogramme blanc). La fixation non
spécifique est déterminée en présence de 100 excés molaire de CyPB non marquée. Les
résultats sont représentatifs de deux manipulations indépendantes.

B. 2. Réponses induites par la CyPB sur les cellules THP-1

B. 2. a. Activité chimiotactile

La CyPB posséde une activité chimio-attractante et induit la migration des monocytes,
des lymphocytes T et des neutrophiles. Toutefois, aucune donnée concernant l’activité
chimiotactile de la CyPB vis a vis des macrophages n’était disponible. Nous avons donc, dans
un premier temps, €tudié¢ la migration des cellules THP-1 en réponse a des concentrations

croissantes de CyPB. L’allure de la courbe présentée en figure 19A est caractéristique de
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I’effet induit par de nombreux facteurs chimiotactiles. La migration des cellules THP-1 est
augmentée d’un facteur 3,5 en présence de 15 nM de CyPB, confirmant 1’activité chimio-
attractante de la CyPB envers ces cellules. Nous avons ensuite renouvelé cette expérience sur
des macrophages humains obtenus a partir de monocytes isolés de sang humains. L’allure de
la courbe obtenue est similaire a celle observée pour les cellules THP-1 et la migration des
macrophages est également augmentée d’un facteur 3,5 en présence de 15nM de CyPB. Ces
résultats indiquent que la CyPB est capable d’induire le chimiotactisme des cellules THP-1 et

des macrophages humains de facon dose dépendante.
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Figure 19 : Réponses induites par la CyPB sur les cellules THP-1 et les macrophages
humains. A. Activité chimiotactile de la CyPB. L'étude du chimiotactisme est réalisée en
présence de concentrations croissantes de CyPB. Les résultats sont exprimés en nombre
de cellules ayant migré en réponse a la CyPB par rapport au nombre de cellules ayant
migré en absence de stimulus. B. Activation de la voie p44/p42 MAPK par la CyPB. Les
cellules ont été incubées en présence de 50 nM de CyPB durant les temps indiqués.
L’activation de la voie p44/p42 MAPK est analysée grace a un anticorps dirigé contre les
formes phosphorylées de ERK1/2 tandis qu’un anticorps anti-ERK1/2 montre les formes
totales des kinases. Les résultats sont représentatifs d’au moins trois expériences
indépendantes.
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B. 2. b. Activation de la voie p44/p42 MAPK

Dans de nombreux types cellulaires, la fixation de la CyPB induit ’activation de la
voie p44/p42 MAPK. Nous avons alors ¢étudié la phosphorylation de ERK1/2 suite a la
stimulation des cellules THP-1 et des macrophages humains par la CyPB. Comme attendu,
une augmentation de la phosphorylation des kinases est observée 5 minutes aprés que les
cellules aient été mises en présence de 50 nM de CyPB (Figure 19B). L’activation de la voie
p44/p42 MAPK est transitoire et le niveau de phosphorylation des kinases ERK1/2 revient a

1’état basal apres 60 minutes de stimulation.

B. 3. Effet de I'invalidation des sites de fixation HS de la CyPB
sur ses activités biologiques

B. 3. a. Inhibition de la fixation de la CyPB sur les cellules THP-1

Nous avons montré que la CyPB se fixe sur les cellules THP-1 et induit I’activation de
la voie p44/p42 MAPK et le chimiotactisme de ces cellules. Il a clairement été établi que les
réponses cellulaires et moléculaires induites par la CyPB sont dépendantes de sa fixation au
CD147 (Yurchenko et al., 2001 ; Allain et al., 2002). Toutefois, I’importance des chaines HS
portées par le syndécan-1 dans les réponses induites par la CyPB sur les macrophages n’a pas
été¢ étudiée. Nous avons donc inhibé les sites de fixation de la CyPB aux chaines HS en
traitant les cellules par un cocktail d’héparinases. L’élimination des chaines HS inhibe
d’environ 72 % la fixation de la CyPB a la surface des cellules THP-1 en comparaison aux
cellules non traitées (Figure 20A). Ces résultats confirment I’importance des chaines HS dans
la fixation cellulaire de la CyPB. De précédents travaux réalisés au Laboratoire ont montré
que la fixation de la CyPB aux chaines HS est dépendante de la génération d’un motif
particulier et que I’expression de la NDST1 (N-déacétylase/N-sulfotransférase 1), une enzyme
clé de la maturation des HS (Figure 8 p37) et de la 3-OST-3 est importante pour la fixation de
la CyPB sur les lymphocytes T (Vanpouille et al., 2007 ; Deligny et al., 2010). L’invalidation
de I’expression de ces deux enzymes par ARN interférence entraine une inhibition de la
fixation de la CyPB sur les cellules THP-1 (Figure 20A). Cette inhibition est de 1’ordre 72 %
pour Dl’invalidation de I’expression de la NDST1 et de 45 % pour I'invalidation de

I’expression de la 3-OST-3.
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Figure 20 : Contribution des chaines HS dans les réponses induites par la CyPB sur
cellules THP-1. Les cellules THP-1 sont transfectées par les siRNA correspondants ou par
le siGFP (contréle). 48 h aprés traitement, les cellules sont utilisées pour différentes
manipulations. A. Contribution des chaines HS dans la fixation de la CyPB. Les cellules
invalidées par ARN interférence ou incubées en présence d’'un cocktail d’héparinases sont
incubées en présence de 50 nM de CyPB couplée a la fluorescéine. Aprés lavage, la
fixation cellulaire est analysée par cytofluorimétrie en flux. Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au contrble. B. Contribution des chaines HS dans lactivité
chimiotactile de la CyPB. L’étude du chimiotactisme est réalisée en présence de
concentrations croissantes de CyPB. Les résultats sont exprimés en nombre de cellules
ayant migré en réponse a la CyPB par rapport au nombre de cellules ayant migré en
absence de stimulus. C. Contribution des chaines HS dans l'activation de la voie p44/p42
MAPK par la CyPB. Les cellules invalidées pour I'expression de la NDST1 et de la 3-OST-3
ont été incubées en présence de 50 nM de CyPB durant les temps indiqués. L’activation de
la voie p44/p42 MAPK est analysée grace a un anticorps dirigé contre les formes
phosphorylées de ERK1/2 tandis qu’un anticorps anti-ERK1/2 montre les formes totales des
kinases. Les résultats sont représentatifs d’au moins trois expériences indépendantes.

B. 3. b. Inhibition de I'activité de la CyPB

Nous avons ensuite étudié¢ I’importance des chaines HS dans les réponses induites par

la stimulation des cellules THP-1 par la CyPB. L’invalidation de I’expression de la NDST1 et
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de la 3-OST-3 réduit respectivement de 90 % et de 85 % la migration cellulaire induite par la
CyPB en comparaison aux cellules contréles (Figure 20B). Dans ces mémes cellules
invalidées pour I’expression de la NDSTI et de la 3-OST-3, la phosphorylation des kinases
ERK1/2 en réponse a la CyPB est inhibée (Figure 20C). Ces résultats confirment que les
réponses cellulaires et moléculaires induites par la CyPB sont dépendantes de la fixation de la

protéine aux chaines HS portées par le syndécan-1.

C. Discussion

Les réponses induites par les cyclophilines extracellulaires ont été étudiées par
différents groupes. Les CyPA et CyPB induisent la migration des monocytes, des neutrophiles
et des lymphocytes T (Sherry et al., 1992 ; Yurchenko et al., 2001, 2002 ; Allain ef al., 2002).
Cette activité chimiotactile est dépendante de 1’activation de la voie p44/p42 MAPK qui

survient apres fixation des cyclophilines sur le CD147.

Les réponses induites par les CyPA et CyPB sur les macrophages humains ont été peu
¢tudiées. Toutefois des travaux ont montré que la CyPA se fixe sur les macrophages dérivés
de monocytes isolés de sang humain (Yang et al., 2008) et qu’elle présente une activité

chimio-attractante pour les cellules THP-1 (Payeli et al., 2008).

Afin d’¢tudier les réponses induites par la CyPB dans les macrophages humains, nous
avons dans un premier temps vérifié s’ils répondaient bien a la CyPB et si les cellules de la
lignée THP-1 pouvaient servir de mod¢le cellulaire afin de palier les difficultés rencontrées

lors des expériences de transfection.

Des travaux préliminaires ont montré que la fixation de la CyPB sur le CD147 et le
syndécan-1 est nécessaire pour activer la voie p44/p42 MAPK et induire le chimiotactisme
des lymphocytes T (Pakula et al., 2007). Nous avons donc ¢tudié I’expression de ces
récepteurs sur les cellules THP-1 différenciées en cellules de type macrophages. L’analyse
par cytofluorimétrie en flux a révélé la présence des deux récepteurs sur les cellules THP-1,

ce qui est corrélé a la fixation de la CyPB sur ces cellules.

Il a été démontré que la CyPA présente une activité chimiotactile vis a vis des cellules
THP-1 (Payeli et al., 2008). Il nous fallait toutefois vérifier si les cellules THP-1 sont un bon
modele cellulaire pour nos études futures. La stimulation de ces cellules induit bien

I’activation de la voie p44/p42 MAPK et la migration de ces cellules, démontrant que les
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cellules THP-1 répondent bien a la CyPB. Jusqu'a présent, seul Wang et al (2010) avait
montré que les macrophages humains répondent a la CyPA. Nous avons donc également
vérifié que la CyPB induit la phosphorylation des kinases ERK1/2 et la migration de ces
cellules. En plus de répondre a la CyPB, les macrophages répondent de fagon similaire aux
cellules THP-1, ce qui signifie que cette lignée monocytaire constitue un modele cellulaire de

choix pour nos futures investigations.

Au Laboratoire, de précédents travaux ont montré que les réponses induites par la
stimulation des lymphocytes T par la CyPB sont dépendantes de la fixation de la protéine aux
chaines HS portées par le syndécan-1 (Allain et al., 2002 ; Pakula et al., 2007). Afin de
comprendre I’importance de ce récepteur dans les activités de la CyPB, nous avons bloqué la
génération d’un motif héparinique essentiel pour la fixation de la CyPB en invalidant
I’expression des enzymes impliquées dans sa biosynthése. Des expériences similaires avaient
déja été réalisées sur des cellules de la lignée lymphoblastique Jurkat (Vanpouille et al.,
2007 ; Deligny et al., 2010). Comme attendu, la fixation de la CyPB sur les cellules THP-1
est dépendante des chaines HS. De plus, I’invalidation des enzymes qui génerent le motif de
fixation HS de la CyPB entraine une inhibition de 1’activité chimiotactile de la CyPB pour les
cellules THP-1 et une inhibition de 1’activation de la voie p44/p42 MAPK dans ces mémes
cellules. Ces résultats confirment I’importance de ce récepteur dans les réponses moléculaires

et cellulaires de la CyPB sur les macrophages.

Dans I’ensemble, ces résultats montrent que les macrophages humains et les cellules
THP-1 répondent a la CyPB. L’utilisation des cellules de la lignée pro-monocytaire THP-1
différenciées en macrophages est un modele cellulaire de choix pour étudier les réponses de la
CyPB. De plus, des études concernant les réponses induites par la CyPA sur ce méme modele
cellulaire ont déja été réalisées, ce qui permettra une comparaison justifiée entre les activités

de la CyPA et de la CyPB.
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Chapitre II :

Etude des mécanismes induits
par la CyPB pour réguler

Pexpression du TNF-o induit par

le LPS
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Partie1:

Etude du mécanisme de régulation
transcriptionnelle

Introduction

Depuis quelques années, les données de la littérature conferent aux CyPA et CyPB un
role de médiateur de I’inflammation. En effet, celles-ci sont fortement sécrétées en réponse a
des stimuli inflammatoires, a une infection virale ou dans des conditions de stress oxydatif. La
CyPA est retrouvée dans le milieu de cultures de macrophages et de cellules endothéliales
suite a leur stimulation par le LPS (Sherry ef al., 1992 ; Kim et al., 2004) ou dans les liquides
synoviaux de patients atteints de polyarthrite rhumatoide (Billich et al., 1997 ; Kim et al.,
2005). La CyPA est ¢galement détectée dans les surnageants de culture de cellules infectées
par le HBV (Tian et al., 2010) ou dans le plasma de patients atteints du HIV-1 avec la CyPB.
Les CyPA et CyPB sont aussi sécrétées dans les milieux de culture de cellules endothéliales et
de CMLV apres stimulation par un inducteur de ROS (Liao et al., 2000 ; Jin et al., 2000 ;
Suzuki et al., 2006) ou dans les voies aériennes chez des modeles murins d’asthme allergique

(Gwinn et al., 2006 ; Balsley et al., 2010).

De plus, il a été¢ suggéré que les CyPA et CyPB participent a la pathogénese de
maladies inflammatoires. Chez les patients atteints de polyarthrite par exemple, la CyPA est
sécrétée en abondance dans les liquides synoviaux et est corrélée a la sévérité de la maladie.
La fixation de la CyPA sur le CD147 entraine une augmentation de I’expression de MMPs qui
sont a l’origine de la destruction de la matrice extracellulaire et de la dégradation des
articulations mais également d’une augmentation du chimiotactisme des cellules
inflammatoires qui envahissent alors la synovie (Kim et al., 2005 ; Yang et al., 2008 ; Wang
et al., 2010 Wang et al., 2011). Dans des modeles murins d’asthme allergique, les CyPA et
CyPB qui sont retrouvées au niveau des voies respiratoires lors de la phase aigue de
I’inflammation, induisent le chimiotactisme des neutrophiles ainsi que la sécrétion des
cytokines Th, IL-5 et IL-13. Une fois de plus, I’interaction entre les cyclophilines et le CD147

est impliquée dans le développement de la maladie puisque I’utilisation d’anticorps bloquants
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anti-CD147 inhibe le recrutement des neutrophiles et la sécrétion des cytokines (Gwinn et al.,
2006 ; Balsley et al., 2010). Dans ce contexte, il a ét¢ démontré que la CyPA peut induire
I’activation des voies de signalisation p38 MAPK, JNK et NF-«xB, résultant en la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-1B, I’'IL-6 ou I’'IL-8 (Li et al., 2004 ;
Kim et al., 2005 ; Yuan et al., 2010).

Au niveau des macrophages, I’expression de cytokines pro-inflammatoires nécessite
’activation de récepteurs de I’immunité innée tels que les TLRs. L’activation de ces voies se
fait par recrutement de diverses molécules adaptatrices qui interagissent et activent des
kinases. Ces dernieres participent a I’activation de facteurs de transcriptions tels que NF-xB
nécessaires a la synthese de médiateurs pro-inflammatoires. Ces facteurs sont essentiels dans
la régulation de I’inflammation puisqu’ils assurent un réle de messager entre les cellules
impliquées dans ce processus. Toutefois une production excessive de ces médiateurs est
néfaste pour 1’organisme et peut conduire a des dommages cellulaires et tissulaires et induire
un choc septique. C’est pourquoi la stimulation des TLRs conduit également a 1’activation de
mécanismes de rétrocontrole négatif afin de limiter I’expression des cytokines pro-
inflammatoires. La régulation peut se faire en bloquant les voies de transduction associées au
TLR, en modulant I’activité des facteurs de transcription ou en agissant au niveau post-

transcriptionnel.

Depuis sa découverte par Medzhitov ef al. en 1997, la signalisation du TLR4 est
largement utilisée comme mod¢le et 1’étude des voies de signalisation qui y sont associées
permet de comprendre les rouages de I'immunité innée. Les LPS sont les constituants
principaux des parois des bactéries a Gram négatif et la reconnaissance de ces molécules par
le TLR4 entraine ’activation de voies de signalisation et la synthése des cytokines TNF-a, IL-

1B, IL-6 ou encore 1L-8.

Les données actuelles suggerent que la CyPA induit I’expression de facteurs pro-
inflammatoires tels que le TNF-a, I’'IL-6 ou encore I’IL-8. Toutefois d’autres travaux ont
contredit ces résultats et actuellement, il n’existe dans la littérature aucune publication
similaire concernant la CyPB. Notre Laboratoire s’est alors intéressé a 1’étude des réponses
induites par la stimulation de macrophages par la CyPB. Afin de mener a bien cette étude, nos
expériences ont été réalisées sur les macrophages dérivés de monocytes isolés du sang et sur

les cellules de la lignée pro-monocytaire différenciées en THP-1. Dans un premier temps,
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nous avons quantifié¢ la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires suite a la stimulation de
macrophages humains par la CyPB. De facon surprenante, nous n’avons constaté aucune
induction de leur expression. A 1’inverse, I’incubation des macrophages en présence de CyPB
inhibe I’expression de ces cytokines induites par le LPS. Nous avons donc cherché a
comprendre les mécanismes mis en place par la CyPB pour moduler I’activation des
macrophages par le LPS et nous avons mis en évidence un mécanisme de régulation

transcriptionnelle impliquant 1’expression de Bcl-3.

Ces travaux ont fait I’objet d’une publication dans Journal of Immunology : Marcant,
A., Denys, A., Melchior, A., Deligny, A., Martinez, P., Carpentier, A. & Allain, F.
Cyclophilin B Attenuates the Expression of TNF-a in LPS-Stimulated Macrophages through
the Induction of Bcl-3.
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Cyclophilin B Attenuates the Expression of TNF-a in LPS-
Stimulated Macrophages through the Induction of Bcl-3'

Adeline Marcant*, Agnes Denys*, Aurélie Melchior’*, Pierre Martinez*, Audrey

Deligny3*, Mathieu Carpentier*, and Fabrice Allain**
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Running title: CyPB-mediated inhibition of TNF-a production from macrophages

Extracellular cyclophilin A (CyPA) and CyPB have been well described as
chemotactic factors for various leukocyte subsets, suggesting their contribution to
inflammatory responses. Unlike CyPA, CyPB accumulates in extracellular matrixes,
from which it is released by inflammatory proteases. Hence, we hypothesized that it
could participate in tissue inflammation by regulating the activity of macrophages. In
the current study, we confirmed that CyPB initiated in vitro migration of macrophages,
but it did not induce production of pro-inflammatory cytokines. In contrast,
pretreatment of macrophages with CyPB attenuated the expression of inflammatory
mediators induced by LPS stimulation. The expression of TNF-o mRNA was strongly
reduced after exposure to CyPB, but it was not accompanied by significant modification
in LPS-induced activation of MAPK and NF-xB pathways. LPS activation of a reporter
gene under the control of TNF-o gene promoter was also markedly decreased in cells
treated with CyPB, suggesting a transcriptional mechanism of inhibition. Consistent
with this hypothesis, we found that CyPB induced the expression of Bcl-3, which was
accompanied by a decrease in the binding of NF-xB p65 to the TNF-o promoter. As
expected, interfering with the expression of Bcl-3 restored cell responsiveness to LPS,
thus confirming that CyPB acted by inhibiting initiation of TNF-a gene transcription.
Finally, we found that CypA was not efficient in attenuating the production of TNF-a
from LPS-stimulated macrophages, which seemed to be due to a modest induction of
Bcl-3 expression. Collectively, these findings suggest an unexpected role for CyPB in

attenuation of the responses of pro-inflammatory macrophages.
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Macrophages are a primary source of a number of pro-inflammatory cytokines and
chemokines, which are expressed in response to pathogen infection and other pathological
stimuli. Although secretion of these pro-inflammatory mediators plays a beneficial role in
protecting host from infection or injury, prolonged and excessive exposure is associated with
a number of pathological disorders, including chronic inflammation, septic shock or
rheumatoid arthritis. Thus, the inflammatory response of macrophages must be tightly
regulated and a number of negative feedback systems have evolved to reduce the production
of pro-inflammatory mediators. These include the expression of B-cell lymphoma-3 (Bcl-3)’,
which has been reported to target NF-kB dependent gene expression. Bcl-3 was originally
identified as a proto-oncogene in B-cell leukemia (1). It was later found to be expressed in
various cell types, including monocytes/macrophages, lymphocytes, keratinocytes, in which it
modulates cell proliferation and TLR signaling. Bcl-3 is a member of the [-xB family of NF-
kB inhibitors. In contrast to the cytoplasmic I-kBs, Bcl-3 associates with p50 and p52
homodimers but not with other NF-kB dimers in the nucleus (2). Binding of NF-kB p50
dimers to kB sites was demonstrated to repress LPS-induced TNF-a gene transcription in
macrophages, which has been related to a negative feed-back system to regulate production of
the cytokine (3, 4). Bcl-3 is induced by LPS with delayed kinetic in macrophages and
facilitates accumulation of NF-kB p50 homodimers in the nucleus. Therefore, LPS
presumably causes transient induction of activating NF-kB p65/p50 heterodimers, which are
then gradually replaced by p50 dimers associated to Bcl-3 (5). Bcl-3 has also been implicated
in the anti-inflammatory properties of a number of regulatory cytokines. For instance, IL-10
induces the expression of Bcl-3 in LPS-stimulated macrophages, which is required to
attenuate the production of TNF-a (6). Bcl-3 was also implicated in the down-regulatory
effect of IL-4/IL-13 on the production of antimicrobial peptides from keratinocytes (7).

Originally described as the host cell receptors for the immunosuppressive drug
cyclosporin A (8), cyclophilins are ubiquitously distributed intracellular proteins, mainly
involved in the regulation of protein folding (9). However, accumulating data have implicated
extracellular cyclophilins, i.e. CyPA and CyPB, as intercellular mediators in inflammation
(10). High levels of extracellular cyclophilins have been observed in inflammatory disorders,
such as sepsis, rheumatoid arthritis and atherosclerosis (11-13). Although cytosolic, CyPA
can be secreted by macrophages and vascular smooth muscle cells in response to LPS and
oxidative stress (14, 15). Unlike CyPA, CyPB is constitutively secreted by tissue resident

cells, e.g. fibroblasts, chondrocytes and keratinocytes, and accumulates within the
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extracellular matrix (16-18). Importantly, it is released intact by heparanase and matrix
metalloproteinases (MMPs), suggesting that it can participate in tissue inflammation. Both
CyPA and CyPB exhibit potent chemotactic properties in vifro and in vivo, indicating that
they contribute to leukocyte infiltration during the acute phase of inflammation (14, 19-22).
CD147, also known as an extracellular MMP inducer, was demonstrated to act as a signaling
receptor for extracellular cyclophilins and to mediate their chemotactic activity via a
mechanism involving Ca*" mobilization and p44/p42 MAPK activation (19, 20).

Although the role of cyclophilins in mediating leukocyte recruitment during the acute
phase of inflammation is now well-established, their contribution to the expression of pro-
inflammatory mediators in monocytes/macrophages is more controversial. CyPA was
reported to induce the production of pro-inflammatory cytokines and chemokines, such as
TNF-a, IL-1p3, IL-6, CXCLS/IL-8 and CCL2/MCP-1 (23). However, these findings are in
contradiction with other studies, which demonstrated that the levels of pro-inflammatory
mediators were either undetectable or very low, but without any comparison to those obtained
with TLR agonists (24-26). This discrepancy might be explained by the presence of LPS or
other bacterial contaminations in recombinant CyPA preparations. This is in agreement with
the study of Payeli et al. (24), who reported that some commercially available CyPA exhibits
low purity and can be contaminated by endotoxin.

We have previously reported that CyPB is released from the extracellular matrix as a
consequence of the activation of inflammatory MMPs and that it was more efficient than
CyPA to trigger chemotaxis and integrin activation in T lymphocytes (17, 20). However, the
contribution of CyPB to the inflammatory responses of macrophages has never been
addressed. In the current study, we have therefore investigated the effects of CyPB on the
major responses elicited by macrophages in vitro. Our results indicate that CyPB was efficient
to initiate migration of macrophages but it did not induce the production of pro-inflammatory
cytokines and chemokines. In contrast, pretreatment of macrophages with CyPB strongly
reduced the expression of inflammatory mediators induced by subsequent stimulation with
LPS. We then analyzed the inhibitory mechanisms by which CyPB inhibits LPS-induced
production of TNF-a. We found that CyPB potently reduced TNF-a gene transcription in
LPS-stimulated macrophages, and this was dependent on the expression of Bcl-3.
Collectively, our results suggest an unexpected role for CyPB in the modulation of pro-

inflammatory responses of macrophages.
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Materials and Methods

Production of recombinant cyclophilins

Recombinant human CyPA and CyPB were produced in E.coli essentially as described
in (20, 27). The material was further purified by heparin-Sepharose chromatography and
detoxified on Detoxi-Gel Endotoxin Removing Gel (Pierce Biotechnology). The purity of
recombinant proteins was determined to be > 98% by SDS-PAGE. LPS contamination was
analyzed with the Limulus Amebocyte Lysate assay (Biowhittaker) and found to be less than
0.009 E.U./ug.

Preparation of human monocytes-derived macrophages and cell culture

Human citrated venous blood samples were obtained from the local blood transfusion
center (Etablissement de Transfusion Sanguine, Lille, France). Following isolation of PBMC
by density centrifugation on Lymphoprep (AbCys), monocytes were purified by selection
with magnetic beads coupled to CD14, according to the instructions of the manufacturer (BD
Biosciences). Macrophages were obtained by incubating freshly isolated monocytes (10°
cells/mL) in complete RPMI 1640 medium supplemented with 10 ng/mL M-CSF (AbCys) for
5 days. The purity of cell populations was assessed by FACS and found > 95 %. Human
promonocytic leukemia THP-1 cells (88081201, ECACC) were routinely cultured in RPMI
1640 supplemented with 10 % (v/v) heat-inactivated FCS and 10 mM gentamycin. To induce
responsiveness to CyPB, THP-1 cells were differentiated for 72 h with 50 nM 1-25-
dihydroxy-vitamine D3, as described (28).

In vitro chemotaxis assays

Cell chemotaxis was assayed in vitro essentially as described (20). In brief,
macrophages were adjusted at 8 x 10° cells per ml in RPMI-1640 culture medium
supplemented with 0.5% BSA. Chemotactic activity was evaluated in a microchemotaxis
chamber containing 8-um pore polycarbonate membranes (Corning Costar Corp.). The
chemotactic index was calculated as the number of cells migrating toward the test sample

divided by the number of cells migrating toward control medium.
Measurement of cytokine/chemokine production in culture supernatants

For cytokine and chemokine immunoassays, macrophages or THP-1 cells were plated

at 1 x 10° cells per well in 96-well plates and incubated in the absence or presence of various
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concentrations of recombinant cyclophilins and/or 10 ng/mL of LPS (E.coli 055:B5 ; Sigma).
Supernatants were collected after 4 h or 16 h of stimulation and the production of TNF-a., IL-
1B, IL-6, CCL5/RANTES (AbCys), CXCLS8/IL-8 and IL-10 was measured by sandwich
ELISA, according the instructions of the manufacturers (R & D Systems).

Western immunoblotting

Cells (1 x 10° per point) were lysed in 60 pL of 1 % Triton X-100 lysis buffer (20 mM
HEPES, 500 mM NaCl, 0.2 mM EDTA, pH 7.9) containing 25 % (v/v) glycerol, 1 mM
sodium NaVO3;, 10 mM NaF and 1 x protease inhibitor mixture (Roche) for 3 h at 4 °C. The
lysates were clarified by centrifugation at 10,000 g for 30 min at 4 °C, mixed with Laemmli
buffer and boiled for 10 min. Proteins were separated by SDS-PAGE (10 %, w/v) and
transferred onto nitrocellulose membranes (Schleicher & Schull). Immunoblotting was
performed using antibodies to p44/p42 MAPK (Erkl/2) (Sigma), phospho-JNK1/2
(Thr'®/Tyr'®, Thr**"/Tyr***) (Upstate Biotechnology), INK1/2, p38 MAPK, Bcl-3, GAPDH
(Santa Cruz Biotechnology), NF-kB p65, phospho-NF-kB p65 (Ser’*®), phospho-p44/p42
MAPK  (Thr***/Tyr*™), I-kBa, phospho-I-kBo (Ser’’/Ser’®) or phospho-p38 MAPK
(Thr'®/Tyr'®) (Cell Signaling Technology). In all cases, membranes were blocked for 1 h at
room temperature in TBS supplemented with 0.1 % (v/v) Tween-20 and 5 % (w/v) nonfat dry
milk, and then probed for 2 h with primary antibodies in TBS supplemented with 1 % (w/v)
nonfat dry milk. After washing, the blots were developed using HRP-conjugated secondary

antibodies and ECL detection kit (Amersham Biosciences).

RNA isolation and real time RT-PCR

Total RNA was isolated from 3 x 10° cells using a NucleoSpin RNA II kit, according
to the instructions of the manufacturer (Macherey-Nagel). Reverse transcription of mRNA
encoding TNF-a and Bcl-3 was performed from 2 pg of total RNA with an oligo-dT primer
and M-MLYV reverse transcriptase (Promega). The transcript of GAPDH was used as a control
to normalize for total mRNA input and to confirm efficiency of complementary DNA
synthesis. PCR reactions were performed essentially as described in (29). The synthetic
primers were designed by using Primer Premier 5.0 (Biosoft Int.), according to the published
cDNA sequences of TNF-a and Bcl-3 (accession numbers: NM_000594.2 and NM_005178.3,
respectively). Primer sets, purchased from Eurogentec (Seraing, Belgium) were as follows:

TNF-0, 5°’-CTT CTC CTT CCT GAT CGT GG-3’ (sense) and 5’-TCT CAG CTC CAC GCC
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ATT-3’ (antisense) ; Bcl-3, 5°-GAA AAC AAC AGC CTT AGC ATG GT-3’ (sense) and 5°-
TGC CGG AGT ACA TTT GCG-3’ (antisense). PCR reactions were performed using the
Mx3000P QPCR System and relative expression of amplified products was calculated with
the MxPro QPCR software (Stratagene). The sequence of each amplified product was

confirmed by sequencing (Genoscreen, Lille, France).

Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

ChIP assays were performed using the MAGnify ChIP System from Invitrogen. According to
the instructions of the manufacturers, cells (2 x 10° per sample) were suspended in lysis buffer
and sonicated to obtain chromatin fragments containing DNA sequences of 200-500 bp.
Chromatin was then diluted 10 times in ChIP buffer supplemented with antibodies coupled to
protein A/G agarose magnetic beads. Immunoprecipitation was performed using antibodies to
NF-xB p65 (Cell Signaling Technology), NF-xB p50, Bcl-3, c-Jun (Santa Cruz
Biotechnology) or appropriate isotype-matched control IgGs (all from Sigma). Following
treatment with reverse cross-linking buffer and proteinase K, DNA fragments from ChIP
complexes or input control samples were purified with DNA purification magnetic beads and
analyzed by real time PCR. Three sets of primers were designed to amplify the sequences of
the TNF-a gene promoter covering the kB1 site alone, a first cluster containing kB3 and CRE
sites (KkB3/CRE), and a second cluster containing kB2, § and kB2a sites (kB2-2a) (accession
number: M16441). Primer sets were as follows: kB1, 5’-CTC TGA GGA ATG GGT TAC
AGG A-3’ (sense) and 5’-CCA GTG TGT GGC CAT ATC TTC-3’ (antisense); kB2-2a, 5’-
CCA AGA CTG AAA CCA GCA TTA TG-3’ (sense) and 5’-TGA GTC CTG AGG CCT
GTG TTT G-3’ (antisense); kB3/CRE, 5’-CCC TCC AGT TCT AGT TCT ATC-3’ (sense)
and 5’-GGG GAA AGA ATC ATT CAA CCA G -3’ (antisense).

Reporter gene assays

Induction of NF-kB-dependent gene transcription was analyzed by using a 5x
multimerized kB luciferase reporter construct (pNF-kB-luc, Agilent Technologies). Briefly,
macrophages were transiently transfected with 1 pg of the poly-xB reporter gene using the
nucleofection technology according to Amaxa Biosystems instructions. After transfection,
complete medium was added to the cells and incubated for 16 h. Cells were then stimulated
with recombinant cyclophilins (50 nM) or LPS (10 ng/ml) for 8 h. Because the efficacy of

transfection was weak in primary macrophages, we decided to use adenoviral construct to
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study the activation of TNF-a promoter. The adenoviral vector encoding the luciferase
reporter gene under the control of human TNF-a gene promoter (Advp5’) has been described
in (30) and was kindly provided by B. Foxwell (Kennedy Institute of Rheumatology, London,
U.K.). For macrophage infection, 1x10° cells per point at a density of 1.10° cells/ml were
exposed to virus at the optimal multiplicity of infection (m.o.i.) 40:1 for 4 h in culture
medium with 2,5 % FCS, followed by washing and reculturing for 16 h in complete medium.
Infected cells were either directly used for analyzing the activation of the TNF-a promoter by
CyPB (50 nM) or LPS (10 pg/mL), or pre-incubated with CyPB (50 nM) or medium alone for
16 h and thereafter stimulated with LPS (10 ng/ml). After stimulation, cells were treated with
luciferase assay kit (Promega) and luciferase activity was measured using a Tristar multimode
microplate reader LB 941 (Berthold Technologies). Relative luciferase activities were

normalized to protein content (micro BCA protein assay reagent kit, Pierce Biotechnology).

RNA interference

Synthetic small interfering RNA (siRNA) duplexes with symmetric 3'deoxythymidine
overhangs were used to carry out RNA interference, essentially as described in (29). A set of
three distinct synthetic siRNA duplexes, corresponding to the Bcl-3 mRNA sequences 5°-
GAG CCU UAC UGC CUU UGU A(dTdT)-3°, 5°-GAG CUC GAC AUC UAC AAC
A(dTdT)-3* and 5-CCC AAU UUC UUC CUU CCU U(dTdT)-3> was designed
(Eurogentec) and tested for its efficiency to down-regulate the expression of Bcl-3. Negative
control siRNAs, in which two nucleotides have been changed from the target sequence, were
used to demonstrate the specificity of silencing (modified nucleotides, U — A and A — U,
are underlined in target mRNA sequences). A synthetic siRNA duplex (siGFP) targeting GFP
mRNA was used as an irrelevant control. THP-1 cells were transiently transfected by
nucleofection and thereafter transferred into pre-warmed complete maintenance medium and
cultured as described before. To monitor the transfection efficiency, a fluorescein-tagged
siRNA duplex was transfected in parallel and the transfection rate was evaluated by FACS

and found >85 %.

Statistical Analysis

Results are representative of at least three independent experiments conducted with
either monocytes-derived macrophages from distinct donors or different preparations of
differentiated THP-1 cells. Data are presented as means = SD. Statistical significance of the

differences between means was performed by one-way ANOVA or two-tailed Student’s ¢ test
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using GraphPad Prism software. Values of p < 0.05 were considered significant.

Results

CyPB induces signaling events and chemotaxis on human primary macrophages

In previous studies, we demonstrated that CyPB is a chemoattractant factor for human
peripheral blood CD4" T lymphocytes via a mechanism dependent on the activation of
p44/p42 MAPK (20, 31). In the current study, we confirmed these findings with human
macrophages and extended them to show that CyPB also activates the NF-kB pathway (Fig.
1). As expected, in vitro migration of macrophages was achieved at 10 nM, which was similar
to the concentration required to induce a migratory response in T cells. Moreover, Western
blot experiments demonstrated that p44/p42 MAPK were rapidly phosphorylated following
stimulation with 50 nM CyPB, peaking at 15 min. Next, we showed that [-kBa, which is
complexed to NF-kB and inhibits its nuclear translocation in resting cells, was rapidly
phosphorylated and subsequently degraded following cell stimulation with CyPB. In parallel
experiments, we found that NF-kB p65 was phosphorylated, thus confirming activation of the
canonical transcription factor. In contrast, CyPB failed to activate p38 MAPK and JNK, at
concentration giving a full activation of p44/p42 MAPK and NF-kB. Increasing the
concentrations of CyPB to 500 nM had no more effect on the phosphorylation status of these
kinases (data not shown). This is in agreement with our previous work showing that CyPB at

physiological concentrations did not activate p38 MAPK and JNK in T lymphocytes (31).

CyPB does not induce the expression of TNF-a in macrophages

Previous studies had reported that CyPA induced the production of inflammatory
factors, such as TNF-a, from monocytes/macrophages (23-26). Hence, we investigated
whether CyPB was capable of inducing a similar response. Unlike LPS used as positive
control (10 ng/mL), we found that CyPB, at concentrations varying from 0.1 to 1000 nM,
neither induced the expression of TNF-a (Fig. 24) nor the production of TNF-ao mRNA (Fig.
2B) from macrophages in culture. NF-«xB activated by CyPB was functional, since CyPB was
efficient in inducing luciferase activity in a luciferase assay carried out with a poly-NF-xB
dependent reporter gene (Fig. 2C). Importantly, there was no major difference with the
activation induced by LPS (10 ng/mL), indicating that CyPB was almost as efficient as LPS
in activating the NF-kB pathway. We then analyzed the effect of CyPB on macrophages that
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transiently expressed the TNF-a promoter linked to the luciferase gene. To this end, we used
an adenoviral construct (AdvpS'), which encodes for luciferase under the control of TNF-a
gene promoter (30). As expected, LPS strongly induced luciferase activity in infected cells. In
contrast, CyPB was not capable of enhancing transcription of the Advp5' construct (Fig. 2D).
A weak luciferase activity could be noted at 6 h, but it was not statistically different from the
constitutive activation of the reporter gene. Collectively, these data seemed to indicate that the
signaling events elicited by CyPB were not sufficient to activate the TNF-a promoter.

The promoter of the gene encoding TNF-a has been studied in great detail. It contains
five kB binding elements, which can be transactivated by NF-kB p65/p50. Two of them are
denoted kB1 and kB3 and are distinctly located at distal (-873 to -864 nt) and proximal (-98 to
-89 nt) regions of the promoter, respectively. Others, termed kB2, € and kB2a sites, are
clustered within a 39-nt segment located 598 nt upstream of the transcriptional start. The
TNF-a also contains several binding elements for c-Jun. Notably, a CRE binding site, which
is close to the kB3 element (-106 to -99 nt), is critically required for the binding of c-Jun/
ATF-2 complexes and consequent activation of TNF-a promoter (33-37). To investigate the
effect of CyPB on the binding of transcription factors to the TNF-a promoter, we performed
ChIP assays on nuclear fractions extracted from macrophages that had been stimulated for 1 h
with 50 nM CyPB or 10 ng/mL LPS. We used three pairs of primers for amplification of the
sequences containing kB1, kB3/CRE, or clustered kB2, € and «B2a sites (termed kB2-2a). As
expected, LPS stimulation of macrophages induced the binding of NF-«xB p65 and c-Jun to
the TNF-a gene promoter, as demonstrated by amplification of the sequences from DNA
complexes that have been precipitated with anti-p65 and anti-c-Jun antibodies. Consistent
with other studies (33, 36), the strongest binding of NF-kB p65 was observed at the sites kB2-
2a and xB1. Following CyPB stimulation, the sequences containing kB1 and kB2-2a sites
were also amplified, indicating that CyPB induced the binding of NF-kB to distal kB sites.
However, CyPB did not induce the binding of c-Jun to the CRE site of TNF-a promoter, and
this was accompanied by a weak binding of NF-kB p65 to kB3 site (Fig. 2E). In all cases,
DNA amplification in negative controls, in which ChIP reaction was performed with
irrelevant antibodies, was either undetectable or lower than the basal levels of DNA
complexes in unstimulated macrophages, thus confirming the specificity of the method.
Collectively, these data indicate that CyPB was not capable of transactivating the proximal
TNF-a promoter in macrophages, thus giving a possible explanation for the non-production of

the pro-inflammatory cytokine.
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CyPB reduces LPS-induced cytokine production from human primary macrophages

Next, we have analyzed the ability of CyPB to modulate the expression of other
cytokines and chemokines by measuring the secretion of IL-1f3, IL-6, IL-10, CXCLS8/IL-8 and
CCL5/RANTES from human macrophages in culture (Fig. 3). By comparison with LPS,
CyPB induced a low but significant production of IL-6 from macrophages (0.32 £ 0.16 ng/mL
with 50 nM CyPB, p < 0.05, versus 4.56 + 0.42 ng/mL with 10 ng/mL LPS, p <0.001; n = 6).
However, CyPB was not capable of inducing the production of other LPS-inducible
inflammatory factors.

We then addressed the possibility that CyPB could modulate the inflammatory
responses in activated macrophages. In the first experiments, the production of cytokines and
chemokines in cells stimulated with CyPB alone or co-stimulated with LPS was compared.
The levels of inflammatory proteins secreted in culture supernatants were not significantly
modified, indicating that CyPB did not synergize with LPS to increase the expression of these
cytokines (Fig. 3). Surprisingly, we found that a 16 h pretreatment with CyPB greatly
decreased LPS-induced production of TNF-a,, IL-1, CXCLS8/IL-8 and CCL5/RANTES. The
inhibitory effect of CyPB was not general, since LPS-induced production of IL-6 and IL-10
was not significantly reduced in CyPB-treated cells (Fig. 3). Collectively, these data support
the hypothesis that CyPB down-regulates a pro-inflammatory pathway that is commonly
involved in the expression of TNF-a, IL-13, CXCL8/IL-8 and CCL5/RANTES, but not IL-6
and IL-10.

CyPB attenuates LPS-induced expression of TNF-o by a transcriptional mechanism

To investigate the mechanisms by which CyPB down-regulates the expression of pro-
inflammatory cytokines, we next focused our studies on the expression of TNF-a.. In a time-
course experiment, a significant decrease in TNF-a production was observed after 4 h pre-
treatment with CyPB (n = 3, p < 0.05). Longer exposure of macrophages to CyPB (16 h)
resulted in ~75 % decrease. As expected, CyPB-mediated attenuation of TNF-a production
was concentration-dependent. A concentration of 15 nM was efficient in obtaining a 50 %
decrease in LPS-induced TNF-a production (n = 3, p < 0.01), and maximal inhibition was
reached at 50 nM of CyPB. Moreover, CyPB did not reduce cell viability at concentrations
ranging from 0.5 to 500 nM, indicating that the dramatic loss in cytokine production was not

due to cytotoxic effect (data not shown).
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CyPB may inhibit TNF-a production by inhibiting LPS-induced signaling events or by
interfering with one of the three following steps: mRNA transcription, protein translation or
even secretion. To discriminate between these possibilities, we first analyzed the effect of
CyPB on signaling pathways elicited by LPS in macrophages. In our hands, LPS-induced
activation of p38 MAPK, JNK or p44/p42 MAPK was not significantly altered by a 16 h
pretreatment with CyPB. A weak difference in the extent of phosphorylation of p38 was
observed. However, this difference was trivial compared to the dramatic loss in the cytokine
production from the same cells. CyPB was also unable to inhibit I-kBa phosphorylation,
degradation and/or resynthesis, and neither was LPS-dependent phosphorylation of NF-xB
p65 (Fig. 4). This strongly suggests that CyPB does not attenuate TNF-a production by
inhibiting one of the signaling pathways that are activated by exposure of macrophages to
LPS.

Using real-time RT-PCR, we next analyzed the expression of TNF-a at the mRNA level
in primary macrophages and differentiated THP-1 cells. In the absence of CyPB, LPS rapidly
and transiently induced the expression of TNF-a mRNA in both cell types (Fig 54).
Pretreatment of cells with CyPB strongly reduced the transcription of TNF-a induced by LPS.
After one hour of LPS stimulation, the levels of transcription were reduced by ~75% and
~90% in THP-1 cells and primary macrophages, respectively (Fig. 54). This was highly
correlated with the inhibition of cytokine production (~75% in both cell types), thus
supporting the idea that CyPB likely acts at the transcriptional level (Fig. 5B). To test this
hypothesis, macrophages and THP-1 cells were infected with adenoviral construct Advp5' at
the m.o.1. 40:1, as previously described (30). As expected, LPS activation of the reporter gene
resulted in a potent stimulation of luciferase activity in both cell types. The kinetics of
luciferase activity and TNF-a production followed similar profiles, with maximal expression
reached after 4 h of stimulation with LPS. Advp5' virus-infected cells were then pretreated
with CyPB for 16 h and luciferase activity was assayed. In both cell types, CyPB inhibited
luciferase activity by ~75% in comparison to controls (Fig. 5C), which was identical to the
extent of inhibition of TNF-a production. This indicates that the inhibitory activity of CyPB
on the reporter gene and the endogenous gene are similar, thus supporting the hypothesis that
transcriptional control of TNF-a gene promoter is the target of CyPB. These results also

validate the use of the immortalized cell line THP-1 for further mechanistic studies.
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CyPB induces the expression of Bcl-3
Because CyPB down-regulates the activation of TNF-a gene promoter without
interfering with LPS-induced signaling pathways, we focused our investigation on the
expression of inducible factors that act downstream by inhibiting TNF-a synthesis at the
transcriptional level. Among them, Bcl-3 was reported to negatively regulate TNF-a
expression in macrophages by enhancing the binding of NF-xB p50 homodimer to kB
elements on the TNF-a gene promoter, thus inhibiting the transcriptional activity of canonical
NF-kB p65/p50 heterodimer (3-5). Using real-time RT-PCR and Western blot, we showed
that CyPB effectively induced the expression of Bcl-3 in primary macrophages and THP-1
cells. In both cell types, the expression of Bcl-3 mRNA peaked at 4-6 h and decreased
thereafter to return to basal levels by 16 h. As expected, Bcl-3 was immunostained in samples
from cells stimulated with CyPB, but contrary to its mRNA, the high level of the protein
persisted at later time points (8-16 h) (Fig. 64). Therefore, it seems that CyPB induced
signaling events that not only induced the expression of Bcl-3 but also stabilized the protein.
To investigate whether CyPB-induced accumulation of Bcl-3 could be related to the
down-regulation of TNF-a gene expression, we performed ChIP assays on nuclear fractions
extracted from cells pretreated with CyPB and thereafter stimulated with LPS (Fig. 6B). In
absence of CyPB, LPS stimulation induced the binding of NF-kB p65 and p50 to kB sites of
TNF-a gene promoter. As expected, antibody to Bcl-3 did not allow immunoprecipitation of
any DNA complexes. In contrast to cells treated with LPS only, CyPB pretreatment critically
suppressed LPS-induced binding of NF-kB p65 to kB sites, as shown by the strong decrease
in amplification of sequences targeted by anti-p65 antibody. Conversely, the three sequences
were amplified following immunoprecipitation with anti-p50 and anti-Bcl-3 antibodies.
Moreover, the relative patterns of amplification of DNA sequences were similar to those
obtained in absence of CyPB, thus indicating that access of NF-kB p65 to the kB sites was
similarly repressed by Bcl-3 (Fig. 6B).

Silencing the expression of Bcl-3 reduced the inhibitory effect of CyPB

To gain evidence into the relationships between expression of Bcl-3 and inhibition of
LPS-induced production of TNF-a, we used a model based on RNA interference in THP-1
cells. First, we checked that treatment of cells with either irrelevant siRNA (siGFP) or
negative control siRNA, in which two nucleotides have been changed from the target

sequence, did not induce any decrease in the expression of Bcl-3 induced by CyPB (data not
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shown). In contrast, cell treatment with specific siRNA (termed siBcl-3) resulted in a
significant decrease in Bcl-3 expression at the mRNA and protein levels (~80 % of inhibition
by comparison with negative control siRNA) (Fig. 74). We next analyzed whether silencing
the expression of Bcl-3 led to a consequent decrease in the inhibitory activity of CyPB. In
cells treated with negative control siRNA, CyPB potently reduced LPS-induced expression of
TNF-oo mRNA, indicating that the transfection procedure had not modified cell
responsiveness. The same experiment was then reproduced with specific siRNA. As expected,
cell treatment with CyPB had a poor inhibitory effect on TNF-a expression in LPS-stimulated
cells. After one hour of LPS stimulation, the expression of TNF-oo mRNA was only reduced
by 25 % in siBcl-3 transfected cells compared to the 75 % inhibition obtained in samples from
cells transfected with negative control siRNA (Fig. 7B). Finally, we analyzed the effect of
silencing Bcl-3 in THP-1 cells infected with the adenoviral vector Advp5'. As expected,
treatment with negative control siRNA did not modify cell responsiveness, since LPS-induced
luciferase activity was strongly reduced following a 16 h-incubation with CyPB. In contrast,
siBcl-3 treatment resulted in a dramatic loss in the activity of CyPB. Indeed, a modest
inhibition of LPS-induced luciferase activity was observed in treated cells, thus confirming
that knockdown of Bcl-3 has restored the capability of LPS to activate TNF-a gene promoter
in the presence of CyPB (Fig. 7C). Altogether, these results clearly demonstrate that CyPB
reduced TNF-a expression in LPS-stimulated macrophages via a transcriptional mechanism

dependent on the expression of Bcl-3.

CyPA is not efficient to reduce LPS-induced TNF-o production from macrophages

It has been reported that CyPA induces chemotaxis and activation of p44/p42 MAPK
and NF-kB pathways in monocytes/macrophages (26). Consequently, our results suggest that
both CyPA and CyPB may induce the same responses in macrophages. To test this
hypothesis, we analyzed the effect of CyPA on the expression of TNF-a by macrophages. In
our hands, CyPA was not more efficient than CyPB to induce the expression of the pro-
inflammatory cytokine (data not shown). Similarly to what we described for CyPB, we then
investigated whether CyPA could modulate the production of TNF-a from LPS- activated
macrophages. To this end, macrophages from the same individuals were pretreated for 16 h
with various concentrations of CyPA or CyPB before LPS stimulation. As described above,
maximal inhibition of LPS-induced secretion of TNF-a was reached at 50 nM of CyPB. In

contrast, a 10-fold higher concentration of CyPA was required to induce only a modest
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reduction in TNF-a production (~15%) compared with cells treated with LPS alone (Fig. 84).

Next, we analyzed the effect of CyPA on the expression of Bcl-3 at the mRNA and
protein levels. As shown in Fig. 88, CyPA induced a transient expression of Bcl-3 mRNA,
although less than CyPB. Moreover, Bcl-3 was immunostained in samples from cells
stimulated with CyPA, but the protein level peaked at 4 h and rapidly returned to basal level
by 8 h of treatment, suggesting that it was rapidly degraded following its expression (Fig.
8(C). To confirm these results, we performed ChIP assays with Bcl-3 and NF-xB in LPS-
stimulated macrophages that have been pretreated with either CyPA or CyPB (Fig. 8D). A 4
h-pretreatment resulted in ~ 50 % reduction in the binding of NF-kB p65 compared to LPS
alone, and this was accompanied by an enhanced binding of Bcl-3 to «B sites, thus suggesting
a competition for the same DNA sequences. But unlike CyPB, a 16-h pretreatment with
CyPA had no inhibitory effect on the binding of NF-kB p65 to kB sites, and the three
sequences were not amplified any more following immunoprecipitation with anti-Bcl-3
antibodies. Collectively, these results indicate that CyPA was inefficient in sustaining a high
expression of Bcl-3 in macrophages, which is a possible explanation for the inability to

reduce the production of TNF-a to a similar extent than CyPB.

Discussion

Previous studies have reported that CyPA acts as a potent chemoattractant to
monocytes/macrophages and induces the activation of p44/p42 MAPK and NF-kB pathways
(14, 24-26). Data concerning the effect on CyPA on cytokine production are, however, more
contradictory. A first study reported that it could induce the production of high levels of TNF-
a, [L-1B or RANTES from monocytes/macrophages (23). Otherwise, more recent works have
casted doubt on these findings, since CyPA preparations substantially free of endotoxin failed
to induce the expression of TNF-a and other pro-inflammatory factors. A low production of
IL-6 and/or IL-8 was however reported, but the levels of secreted cytokines were not
comparable to those obtained after stimulation by TLR agonists (24-26). Although CyPB is
also secreted by inflammatory stimuli (16, 17), its contribution to the responses of
macrophages has not been addressed. In the current work, we confirmed that CyPB induces a
migratory response in macrophages and activates p44/p42 MAPK and NF-kB pathways. We
also found that CyPB does not induce the production of TNF-a, IL-1f, IL-10, CXCL8/IL-8
and CCL5/RANTES from human macrophages in culture. We observed a low production of
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IL-6 from CyPB-stimulated macrophages, which was not however comparable to that
obtained with LPS.

It i1s important to note that CyPB is constitutively secreted in the extracellular matrix,
from which it can be released by the action of activated MMPs (17). This observation
suggested that CyPB could participate in the regulation of tissue inflammation. Therefore, we
investigated whether macrophage exposure to CyPB could modulate the production of
inflammatory factors. Although CyPB did not modify the response of LPS-stimulated
macrophages when added simultaneously, a 16 h-pretreatment with CyPB prior the addition
of LPS efficiently decreased the production of TNF-a, IL-1, CXCLS/IL-8 and
CCL5/RANTES from the same cells. Moreover, the inhibitory effect appeared to target the
expression of specific pro-inflammatory mediators, because the production of IL-6 and IL-10
was not affected by CyPB. These findings raised the intriguing possibility that, in addition to
inducing a migratory response in macrophages, CyPB may also act as an anti-inflammatory
factor and mediate tolerance to cells that were exposed to pro-inflammatory stimuli.

The expression of TNF-a requires phosphorylation and degradation of I-kB as well as
activation of p44/42 MAPK, JNK and p38 MAPK, which ultimately leads to the activation of
transcription factors such as NF-kB, ATF-2 and c-Jun. These factors have been shown to
functionally cooperate with each other for the recruitment of coactivators and efficient gene
transcription (33-35, 37). We demonstrated here that NF-kB activated by CyPB was
functional. However, CyPB was unable to activate JNK and p38 MAPK in macrophages.
Consistent with these results, our ChIP experiments showed that c-Jun did not bind to the
TNF-a promoter in CyPB-treated macrophages. This may explain why CyPB was unable to
induce the expression of TNF-o, and possibly other pro-inflammatory cytokines and
chemokines that have NF-kB and c-Jun binding sites in their promoters in a similar
configuration to the TNF-a promoter. Importantly, other studies also reported that CyPA did
not induce the activation of p38 MAPK and JNK pathways in responsive cells (15, 31, 32).
Hence, our current work extends previous studies to demonstrate that, besides stimulating
monocytes/macrophages chemotaxis, extracellular CyPA and CyPB may induce a low
production of specific cytokines, e.g. IL-6, without leading to a generalized production of pro-
inflammatory mediators.

TNF-a produced by TLR-dependent activation of monocytes/macrophages is usually
considered to be a key driver of the subsequent inflammation. Although beneficial in

protecting the host from infection or injury secretion, the production of this pro-inflammatory
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mediator must be tightly regulated to avoid deleterious effects. This regulation may be
achieved by inhibition of TLR-dependent signaling events, mRNA transcription, protein
translation or secretion. Here, we have studied in depth the mechanisms by which CyPB
attenuated the production of TNF-a from LPS-stimulated macrophages and our findings
strongly suggest a transcriptional mechanism of inhibition. First, 16 h pretreatment of
macrophages with CyPB did not significantly affect the LPS-induced activation of MAPK
and NF-kB pathways in macrophages. Second, LPS-induced expression of TNF-oo mRNA
was strongly reduced in cells that were exposed to CyPB, which correlated with the inhibition
of the cytokine production. Finally, LPS activation of a reporter gene under the control of
TNF-a gene promoter was strongly inhibited in cells that have been treated with CyPB. A
number of cellular processes could inhibit transcriptional induction of pro-inflammatory
protein gene expression. However, the demonstration that efficient inhibition of TNF-a
production required a long-term exposure to CyPB prior LPS-stimulation was suggestive of a
mechanism that requires the expression of an inducible inhibitory factor. Previous studies
have reported that the action of many regulatory mediators, including 1L-4, IL-9, IL-10 or
adiponectin, was dependent, at least in part, on the induction of Bcl-3 (6, 7, 38, 39). As
expected, we found that Bcl-3 was highly expressed in macrophages that were stimulated with
CyPB and remained present at high levels even after 16 h of stimulation. Although Bcl-3 is a
member of the [-xkB family of NF-kB inhibitors, it does not interact with canonical NF-kB
heterodimers in the cytosol, but rather accumulates in association with p50 or p52
homodimers in the nucleus. Notably, Bcl-3 was reported to negatively regulate the expression
of pro-inflammatory cytokines by enhancing the binding of inhibitory NF-xB p50 dimers to
KB sites on target gene promoters (1-6, 38). Consistent with this, we found that expression of
Bcl-3 was related to an inhibition of NF-kB p65 binding to the TNF-a gene promoter. These
data strongly support the hypothesis that CyPB inhibits LPS-induced TNF-a expression by a
transcriptional mechanism, in which Bcl-3 associates with NF-kB p50 homodimers and forms
inhibitory complexes with high affinity to kB sites. Interestingly, other studies have reported
on the absence of repressive effect of Bcl-3 on the expression of IL-6 and IL-10 (5, 6). This
may explain our finding that CyPB also reduced the expression of IL-13, CXCLS8/IL-8 and
CCL5/RANTES, whereas it had no significant effect on the production of IL-6 and IL-10
from LPS-activated macrophages.

Both CyPA and CyPB interact with the same signaling receptor, i.e. CD147, which

leads to the activation of common signaling pathways in responsive cells (10, 19, 20).
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Although most, if not all, responses triggered by CyPA can also be induced by CyPB, we
demonstrated here that CyPA was not efficient in attenuating the production of TNF-a from
LPS-stimulated macrophages. These findings were not surprising, since we previously
reported that, in contrast to CyPA, CyPB is capable to induce adhesion of T lymphocytes and
monocytes/macrophages to fibronectin, a mechanism dependent on the activation of (1
integrins. We also demonstrated that CyPB is a high-affinity ligand for cell surface
proteoglycans and that this interaction is required to induce sustained signaling and
consequent activation of integrins (20, 31). In the current work, we showed that both
cyclophilins induced the expression of Bcl-3. However, CyPA was not capable of sustaining a
high level of expression of Bcl-3. It has been reported that the activity of Bcl-3 is tightly
regulated by phosphorylation and polyubiquitination (40). Consistent with these observations,
our results support the hypothesis that CyPB likely induced sustained and/or complementary
signaling events that post-translationally regulate Bcl-3, in addition to inducing its expression.
Further investigations are currently in progress to validate this model and to identify the
underlying mechanisms responsible for the induction and subsequent accumulation of Bcl-3
in CyPB-treated macrophages.

Our findings on a potential anti-inflammatory effect of CyPB are intriguing, since
extracellular cyclophilins are commonly described as pro-inflammatory factors (10).
However, other studies have already reported that numerous mediators, primarily identified
for their pro-inflammatory properties, may also display anti-inflammatory action towards
LPS-stimulated macrophages. As example, chemerin is a potent chemoattractant factor for
immature DC, macrophages and NK cells (41). It was also reported to strongly reduce
inflammatory responses of macrophages induced by LPS stimulation, thus indicating that
CyPB and chemerin share common properties. Cyclophilins have also been reported to induce
the expression of MMPs (23-26). These enzymes are commonly associated with acute
inflammation, in which they are required for the degradation of ECM and establishment of a
chemotactic gradient for infiltrating leukocytes. However, several lines of evidence have
illustrated their involvement in remodeling of collagens and cell proliferation, which is a key
part of the resolution of inflammation and tissue repair (42). Besides its role in MMP
regulation, our study suggests another participation of CyPB to all the phases of
inflammation. Indeed, it can act as a potent chemoattractant to monocytes/macrophages
during the acute phase of inflammation, and participate later to resolution, by attenuating the

production of pro-inflammatory factors from activated macrophages.
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In conclusion, our findings demonstrate that CyPB may control macrophage activation
by attenuating the production of inflammatory factors, thus highlighting an unexpected anti-
inflammatory activity. Complete comprehension of the mechanisms by which CyPB regulates
the responses of macrophages will allow for understanding its contribution to the different

phases of inflammation.
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FIGURE 1. CyPB induces migration of macrophages and activation of p44/p42
MAPK and NF-xB pathways. 4, The chemotactic response of monocyte-derived
macrophages was expressed as the number of cells migrating toward the indicated
concentrations of CyPB divided by the number of cells migrating toward culture medium.
Data represent means + SD of triplicate obtained with macrophages from a single individual
and are representative of three experiments conducted with cells of different donors. *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. B, Macrophages were stimulated in the presence of 50 nM
CyPB for the indicated times. Cell lysates were then subjected to Western blotting for
phospho-p44/p42 MAPK (p-ERK), phospho-JNK (p-JNK) or phospho-p38 MAPK (p-p38).
Parallel immunoblotting with anti-total ERK, JNK and p38 confirmed equal loading of
samples. C, CyPB-induced activation of NF-kB pathway was analyzed by measuring
modifications in the levels of total I-xB, phospho-I-kB (p-IkB) and phospho-NF-xB p65 (p-
p65). Total p38 was used as a loading control. In each case, experiments were performed with
monocyte-derived macrophages from three different individuals with comparable results.
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FIGURE 2. CyPB does not induce the expression of TNF-a in macrophages. 4,
Monocyte-derived macrophages were treated with the indicated concentrations of CyPB or 10
ng/mL LPS. TNF-a production was assessed by ELISA in culture supernatant after 4 h of
incubation. Results represent means + SD of triplicate obtained with cells from a single
individual and are representative of three separate experiments. B, Macrophages were treated
with 10 ng/mL LPS (e) or 50 nM CyPB (©). At the indicated times, the level of TNF-a
mRNA was measured by qPCR. Relative transcript abundance was normalized to endogenous
control GADPH mRNA. Data are means + SD from triplicates and are representative of at
least three experiments performed independently. C, Macrophages were transfected with the
pNF-kB-luc construct or D, infected with the Advp5’ vector, and thereafter stimulated with
10 ng/mL LPS (®) or 50 nM CyPB (o). At the indicated times, cells were harvested and
prepared for analysis of luciferase activity. The luciferase data, normalized to protein content,
are expressed as means £ SD of triplicate and represent fold changes in test samples by
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comparison with unstimulated cells. Results are representative of three separate experiments.
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 versus untreated cells; n.s., not significant. E,
Macrophages were stimulated with LPS (10 ng/mL) or CyPB (50 nM) for 1 h, and the binding
of NF-xB and c-Jun to the TNF-a promoter was assessed by ChIP. Following precipitation
with antibodies to p65 or c-Jun, the relative binding of the transcription factors to cis binding
elements (kB1, kB2-2a, kB3 and CRE) was assessed by qPCR of DNA fragments using TNF-
o promoter specific primers. Data were normalized with the levels of cis elements present in
the samples (input). Results are expressed as fold changes by comparison with unstimulated
cells and are representative of three experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
significant difference between CyPB- and LPS-stimulated cells.
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FIGURE 3. CyPB inhibits LPS-induced cytokine production from macrophages.
Monocyte-derived macrophages were treated with the indicated concentrations of CyPB and
subsequently stimulated or not with 10 ng/mL LPS. Cytokine/chemokine production was
assessed by ELISA in culture supernatant after 4 h of incubation for TNF-a and IL-1f, and
after 16 h of incubation for IL-6, CCL5/RANTES, CXCLS/IL-8 and IL-10. Each bar of the
histograms represents mean + SD of triplicate obtained with cells from a single individual and
results are representative from at least three separate experiments. *p < 0.05, ***p < 0.001

versus unstimulated cells; “p < 0.05, *p < 0.01, significant decrease compared with LPS
alone.
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FIGURE 4. CyPB does not affect LPS-induced activation of signaling pathways.
Monocyte-derived macrophages were either untreated or treated with 50 nM CyPB for 16 h
and subsequently stimulated with 10 ng/mL LPS. At the indicated times, cell lysates were
subjected to Western blotting for the phosphorylated forms of MAPK (p-ERK, p-JNK and p-
p38), phosphorylated and total forms of I-kB, and phospho-NF-kB p65. Total p38 was used
as a loading control. In each case, experiments were performed with macrophages from three
different individuals with comparable results.
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FIGURE 5. CyPB attenuates LPS-induced expression of TNF-a through inhibition of
gene transcription. 4, Monocyte-derived macrophages and THP-1 cells were either untreated
(e) or treated with 50 nM CyPB (o) for 16 h and subsequently stimulated with 10 ng/mL
LPS. At the indicated times, the level of TNF-ao mRNA was measured by RT-qPCR. Relative
transcript abundance was normalized to endogenous control GADPH mRNA. Data are means

independently. B, Supernatants from the

+ SD from triplicates and are representative of at least three experiments performed

same experiments were subjected to ELISA to

determine TNF-o production. C, Macrophages and THP-1 cells were infected with the
Advp5’ vector. Following a subsequent 16 h-incubation without (e) or with (0) 50 nM CyPB,
infected cells were stimulated with 10 ng/mL LPS. At the indicated times, cells were prepared
for analysis of luciferase activity. The luciferase data, normalized to protein content, are

expressed as means = SD of triplicate

and represent fold changes in test samples by

comparison with unstimulated cell samples. Results are representative of three separate
experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significant decrease compared with LPS

alone.
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FIGURE 6. CyPB induces the expression of Bcl-3. 4, Monocyte-derived
macrophages and THP-1 cells were stimulated with 50 nM CyPB. At the indicated times,
cells were harvested and the relative abundance of mRNA for Bcl-3, normalized to
endogenous control GADPH, was measured by qPCR. In parallel experiments, whole cell
lysates were separated by SDS-PAGE and immunostained with antibody to Bcl-3. Western
blot for GAPDH served as loading control. In each case, results are representative of at least
three experiments performed independently. B, Untreated and CyPB-treated macrophages
were stimulated with LPS (10 ng/mL) for 1 h and changes in the binding of NF-xB to specific
sites on the TNF-a promoter was assessed by ChIP. Following precipitation with antibodies
to p65, p50 or Bel-3, the relative binding of transcription factors to kB elements (kB1, kB2-
2a, kB3) was assessed by qPCR. Negative control samples incubated with irrelevant
antibodies were represented. Results were normalized with the levels of kB elements present
in the samples (input). Data are expressed as fold changes by comparison with unstimulated
cells and are representative from three experiments conducted with macrophages of different
individuals. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001 versus untreated cells.
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FIGURE 7. Bcl-3 deficiency affects CyPB-mediated attenuation of TNF-a. THP-1
cells were transfected with siRNA targeting mRNA for Bcl-3 (siBcl-3) or GFP (negative
control), as described in “Materials and Methods”. 4, Transfected cells were stimulated or not
with 50 nM CyPB and the down-regulation of the expression of Bcl-3 was assessed by RT-
gPCR and Western blot. Data are representative of at least three separate experiments. **p <
0.01 versus negative control. B, siRNA-treated cells were either untreated (@) or treated with
50 nM CyPB (©) for 16 h and subsequently stimulated with 10 ng/mL LPS. At the indicated
times, the level of TNF-ao mRNA was measured by RT-qPCR. Relative transcript abundance
was normalized to endogenous control GADPH mRNA. Data are means = SD from triplicates
from a single experiment and are representative of three performed independently. C, siRNA-
treated cells were infected with the Advp5’ vector and subsequently incubated without (e®) or
with (0) 50 nM CyPB for 16 h. Thereafter, infected cells were stimulated with 10 ng/mL LPS
and luciferase activity was measured at the indicated times. The luciferase data, normalized to
protein content, are expressed as means + SD of triplicate and represent fold changes in test
samples by comparison with unstimulated cells samples. Results are representative of three
separate experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significant decrease compared
with LPS alone.
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FIGURE 8. Comparison of the effects of CyPA and CyPB on LPS-induced

expression of TNF-a. 4, Monocyte-derived macrophages were treated with the indicated
concentrations of CyPA (o) or CyPB (e) for 16 h and subsequently stimulated with 10 ng/mL
LPS. Supernatants were collected after 4 h of stimulation and the production of TNF-a was
measured by ELISA. Data are expressed as mean = SD of triplicate obtained with cells from
the same individual and results are representative from three separate experiments. *p < 0.05,
*tp < 0.01, ***p < 0.001, significant decrease compared with LPS alone. B, Macrophages
were treated with 50 nM CyPB (e) or CyPA (o). At the indicated times, the level of Bcl-3
mRNA was measured by RT-qPCR. Relative transcript abundance was normalized to
GADPH mRNA. Data are means = SD from triplicates and are representative of three
experiments performed independently. *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001 versus untreated
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cells. C, Macrophages were stimulated with either CyPA or CyPB (both at 50 nM) for the
indicated times. Whole cell lysates were separated by SDS-PAGE and immunostained with
antibody to Bcl-3. Western blot for GAPDH served as loading control. The experiment was
performed with cells from three different individuals with comparable results. D,
Macrophages were treated with CyPA or CyPB for 4 h or 16 h, and subsequently stimulated
with LPS (10 ng/mL) for 1 h. Changes in the binding of NF-kB to the TNF-a promoter was
assessed by ChIP with antibodies to p65 and Bcl-3. The relative binding of transcription
factors to kB elements was assessed by qPCR. Results were normalized by the levels of kB
elements present in the samples (input) and expressed as fold changes by comparison with
unstimulated cells and are representative from three distinct experiments. *p < 0.05, ** p <
0.01, *** p <0.001 versus LPS alone.
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Discussion

Les CyPA et CyPB sont depuis quelques années considérées comme des médiateurs
de la réponse inflammatoire. En effet, elles sont sécrétées dans les milieux extracellulaires en
réponse a des stimuli inflammatoires. Elles présentent une activité chimiotactile et induisent
le recrutement de sous-populations leucocytaires sur le site de I’inflammation (Sherry et al.,
1992 ; Yurchenko et al., 2001, 2002 ; Allain et al., 2002). Plus récemment, ce role de
médiateur inflammatoire a été renforcé par des travaux démontrant que la stimulation de
monocytes/macrophages par la CyPA induit 1’activation des voies p38 MAPK, JNK et NF-xB
et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I’IL-8 ou encore 1’IL-6
(Kim et al., 2005). Par contre, les réponses induites par la CyPB sur ces cellules restaient peu

connues et c’est dans ce contexte que nous avons entrepris de les étudier.

Les données présentes dans la littérature désignent le CD147 comme un récepteur
commun aux cyclophilines extracellulaires et jusqu'a présent, les travaux publiés ont montré
que la fixation de la CyPA sur ses cellules cibles induit des réponses similaires a celles
observées pour la CyPB. L’étude par immunorévélation a confirmé 1’activation de la voie NF-
kB suite a la stimulation des macrophages humains par la CyPB. Par contre, la fixation de la
CyPB sur les macrophages n’induit pas ’activation de p38 MAPK et de JNK. De plus,
I’analyse de I’expression des cytokines pro-inflammatoires par ELISA a montré des résultats
contraires a ceux observés pour la CyPA puisque la CyPB n’induit pas ’expression du TNF-
a, de I'IL-1B, de I’'IL-8 et de I’'IL-6. Ces résultats sont en contradiction avec ceux publiés par
Kim et al. (2005) qui ont montré que la CyPA induit I’activation des voies MAPK et la
sécrétion du TNF-a, de I’IL8 et de I'IL-1p. Toutefois, les données concernant la CyPA sont
controversées. En effet, Wang et al. (2010) ne détecte pas ces cytokines dans les milieux de
culture de cellules THP-1 stimulées par la CyPA. De plus, Pay¢éli ef al. (2008) ont montré que
les préparations de CyPA commerciales peuvent contenir des endotoxines qui sont
responsables de 1’expression des cytokines pro-inflammatoires. Au Laboratoire, la CyPB
recombinante est produite dans un systéme procaryote et nous avons pris soin de la détoxifier
avant de stimuler les macrophages. Nous avons €galement quantifié le taux de LPS présent
dans les échantillons de CyPB. Celui-ci n’excede pas 0,09 EU/ug de CyPB. Ainsi, lorsque la
CyPB est utilisée a la concentration de 300 nM, la quantité de LPS retrouvé dans le milieu de
culture est inférieure a 0,06 ng/ml. La stimulation des macrophages par notre protéine

recombinante induit 1’activation des voies p44/p42 MAPK et NF-kB mais pas la sécrétion de
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TNF-a. Ces résultats démontrent que notre CyPB est biologiquement active et que la quantité

d’endotoxine présente n’est pas suffisante pour activer les macrophages humains.

De Ceuninck et al. (2003) ont montré que la CyPB est sécrétée dans la matrice
extracellulaire de fagon constitutive et a suggéré qu’elle participait a la régulation de
I’inflammation. Nous avons alors émis [’hypotheése que l’incubation des macrophages en
présence de CyPB pouvait moduler I’expression des facteurs inflammatoires. Leur
quantification dans le milieu de culture a montré qu’un prétraitement d’au moins 16 h des
macrophages en présence de CyPB réduit considérablement la sécrétion de TNF-a, d’IL-1p,

de RANTES et d’IL-8 induite suite a la stimulation des cellules par le LPS.

Afin de comprendre les mécanismes mis en place par la CyPB pour réguler
I’expression des facteurs pro-inflammatoires, nous avons étudié 1’induction de I’expression du
TNF-a suite a la stimulation des macrophages humains et des cellules THP-1 par le LPS.
Dans un premier temps, nous avons démontré par immunorévélation que la CyPB ne modifie
pas de facon significative 1’activation induite par le LPS des voies de signalisation p44/p42
MAPK, p38 MAPK, JNK et NF-kB. En revanche, nous avons observé dans les macrophages
et les cellules THP-1 que la diminution de la sécrétion du TNF-a est corrélée a une inhibition
de I’expression de son ARNm. Ces données ont suggéré que la CyPB pouvait réguler
I’expression du TNF-o par un mécanisme transcriptionnel et/ou post-transcriptionnel. Le
transcrit du TNF-a présente au niveau de la région 3°’UTR des éléments ARE impliqués dans
la régulation de la stabilité et de la traduction de I’ARNm. Aussi, nous avons choisi d’utiliser
un gene rapporteur placé sous le controle du promoteur du gene du TNF-a afin de nous
affranchir des effets de la régulation post-transcriptionnelle du TNF-a lors de nos expériences.
Dans les macrophages humains et les cellules THP-1, I’activation du TLR4 par le LPS induit
la transcription du geéne rapporteur, résultant en I’expression de la luciférase avec une
cinétique similaire a I’expression du TNF-a. Lorsque les cellules sont pré-incubées avec la
CyPB, I’expression de la luciférase est inhibée de facon similaire a 1’expression du TNF-a.
Ces résultats indiquent que le promoteur du géne du TNF-a est suffisant pour que la CyPB
inhibe 1’expression de la cytokine et que la région 3’UTR de ’ARNm du TNF-a n’est pas

indispensable a 1’activité inhibitrice de la CyPB.

De nombreux mécanismes ont été décrits pour réguler I’activité transcriptionnelle de
NF-«xB. Toutefois, afin que I’activité inhibitrice de la CyPB soit optimale, les cellules doivent
étre mises en présence de la protéine durant au moins 16 heures avant des les stimuler avec le

LPS. Cela a suggéré que le mécanisme de régulation transcriptionnel mis en place par la
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CyPB nécessite la synthése de protéines. Les IkBs atypiques, qui sont exprimées suite a
I’activation des TLRs, sont connues pour moduler positivement ou négativement I’expression
des cytokines inflammatoires. Récemment, il a ét¢ démontré que des cytokines pouvaient
¢galement induire ’expression de Bcl-3. D’ailleurs, I’activité anti-inflammatoire de 1’IL-10
est en partie dépendante de Bcl-3 (Kuwata ef al., 2003). Afin de vérifier si la CyPB inhibe la
transcription du gene du TNF-a via Bcl-3, nous avons observé son profil d’expression dans
les macrophages humains et les cellules THP-1 stimulées par la CyPB. L’analyse par PCR en
temps réel a révélé que I’ARNm de Bcl-3 est transitoirement détecté apres stimulation des
cellules par la CyPB avec un pic d’expression a 4 heures. Cette observation a été corrélée a

I’accumulation de Bcl-3 dans ces mémes cellules.

Des travaux ont reporté que Bcl-3 inhibe la transcription des genes NF-kB dépendants
en fixant les dimeres p50/p50, favorisant ainsi leur translocation nucléaire et leur fixation aux
sites kKB présents sur le promoteur du géne du TNF-a sans altérer la translocation du complexe
p65/p50 (Caamano et al., 1996 ; Watanabe et al., 1997 ; Kuwata et al., 2003). Afin de vérifier
le role de Bcl-3 dans I’activité inhibitrice de la CyPB, nous avons étudié les complexes NF-
kB présents au niveau de sites kB du promoteur du géne du TNF-a. Pour cela, nous avons
choisi de réaliser sur les cellules THP-1 des expériences d’immunoprécipitation de la
chromatine a 1’aide d’anticorps dirigés contre p65, p50 et Bcl-3 et d’amorces capable
d’amplifier les séquences d’ADN correspondant a différents sites kB présents sur le
promoteur du gene du TNF-a. Wessells et al. (2004) ont étudié le role de Bcl-3 dans
I’inhibition de la transcription du geéne du TNF-a et ont pour cela fait exprimer des genes
rapporteurs placés sous le controle de différents sites kB. Bcl-3 inhibe la transcription des
genes rapporteurs qu’ils soient sous le controle des sites kB2 ou k3, démontrant 1’absence de
spécificité de fixation du complexe p50/p50 associé a Bcl-3 pour les sites kB. De maniére
générale, nous n’avons pas observé de différences notables de fixation des différents
complexes sur les sites kB1, kB2 et k3. Comme attendu, la stimulation des cellules THP-1 par
le LPS induit la fixation de p65 et de p50 sur le promoteur du géne du TNF-a. Par contre, la
pré-incubation des cellules en présence de CyPB inhibe la fixation de p65 sur les sites kB
puisqu’il est difficile d’amplifier les séquences d’ADN apres immunoprécipitation a 1’aide
d’anticorps dirigé contre p65. A I’inverse, I’immunoprécipitation par des anticorps anti-p50 et
anti-Bcl-3 permet une amplification importante des sites kB. L’ensemble de ces résultats
démontre qu’en induisant I’expression de Bcl-3, la CyPB favorise la fixation des complexes

inhibiteurs p50/p50 sur les sites de fixation kB du promoteur du TNF-a, inhibant ainsi
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I’activité transcriptionnelle du complexe p65/p50.

Finalement, dans le but de valider le role de Bcl-3 dans la régulation transcriptionnelle
induite par la CyPB de I’expression du TNF-a, nous avons invalidé I’expression de la protéine
par ARN interférence dans les cellules THP-1. Suite a la stimulation par le LPS, la CyPB
n’inhibe plus la transcription du gene du TNF-a dans les cellules invalidées pour Bcl-3. De
facon similaire, la CyPB est incapable d’inhiber 1’expression du géne rapporteur placé sous le
controle du promoteur du gene du TNF-a lorsque 1’expression de Bcl-3 est invalidée. Ces
résultats montrent bien que la CyPB régule négativement la transcription du géne du TNF-a

via I’expression de Bcl-3.

Nous avons observé que le prétraitement des macrophages en présence de CyPB
diminue I’expression de I’'IL-1p, de I’'IL-8 et de CCLS5 induite par le LPS, ce qui est en accord
avec de précédents travaux qui montraient que Bcl-3 inhibe I’expression de ces facteurs
inflammatoires (Jamaluddin et al., 2005 ; Carmody et al., 2007). Selon les travaux de
Riemann et al. (2005), Bcl-3 régule négativement la transcription du géne de I'IL-10.
Pourtant, ’incubation des cellules en présence de CyPB ne modifie pas la sécrétion de la
cytokine anti-inflammatoire en réponse au LPS. Or d’autres travaux ont montré que
I’invalidation de I’expression de Bcl-3 ou de IkBNS diminue I’expression de I’'IL-10 en
réponse au LPS (Wessells et al., 2004 ; Kuwata et al., 2006), suggérant I’implication d’autres
complexes transactivateurs que NF-kB dans la régulation de I’expression de la cytokine.
Dr’ailleurs, la CyPB n’intervient pas dans la régulation des genes dépendants de IkB-{ puisque
I’expression de I’IL-6 qui est induite par cette [kB atypique n’est pas affectée par la CyPB
(Yamazaki et al., 2001).

Puisque les CyPA et CyPB partagent le méme récepteur protéique CD147, nous avons
voulu savoir si la CyPA était capable d’induire 1’expression de Bcl-3 et d’inhiber I’expression
du TNF-a. Le prétraitement des macrophages humains par la CyPA ne diminue pas de fagon
significative ’expression du TNF-a induite par le LPS, ce qui est en accord avec la faible
expression de Bcl-3 observée dans les cellules stimulées par la CyPA. Ces résultats suggerent
que I’activité inhibitrice la CyPB serait due a la fixation de la protéine sur les chaines HS
portées par le syndécan-1. La transcription du gene codant pour Bcl-3 est dépendante de NF-
kB. Or des travaux ont montré que la CyPA induit I’activation du facteur de transcription. Par
ailleurs, I’activité de Bcl-3 est régulée par diverses modifications post-traductionnelles et bien
qu'une expression importante de Bcl-3 soit détectée dans les cellules aprés 8 heures de

stimulation par la CyPB, celle-ci est incapable d’inhiber fortement la synthese du TNF-a.
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Cela suggere qu’en plus de réguler I’expression de Bcl-3 au niveau transcriptionnel, la CyPB
met en place des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle afin de stabiliser son
expression. Il serait donc intéressant de comparer les cinétiques d’activation du facteur de
transcription NF-kB par les deux cyclophilines et de rechercher des voies de signalisation

spécifiques a la CyPB et impliquées dans I’expression et la stabilisation de Bcl-3.
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Partie 11 :

Etude du mécanisme de régulation
post-transcriptionnelle

A. Introduction

Nos précédents travaux ont montré qu’un prétraitement des macrophages par la CyPB
diminue la sécrétion induite par le LPS de facteurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a,
I’IL-1B, ’IL-8 et RANTES. L’analyse de la transcription du géne du TNF-a a révélé que
celle-ci est inhibée dans les cellules ayant été en présence de CyPB. Nous avons mis en
¢vidence I’expression de Bcl-3, une IkB atypique qui se complexe aux dimeres répresseurs
p50/p50 et favorise leur fixation sur les sites kB du promoteur du gene du TNF-a, démontrant

ainsi une régulation transcriptionnelle de 1’expression du TNF-a.

L’ARNm du TNF-a possede des séquences ARE au niveau de son extrémité 3’UTR
qui sont impliquées dans la régulation post-transcriptionnelle de son expression. Des souris
dont les séquences ARE ont ¢té 6tées au niveau du géne du TNF-a produisent plus de TNF-a
en réponse au LPS en comparaison aux souris sauvages. Pourtant, les macrophages prélevés
chez ces souris ne présentent pas d’augmentation de la transcription du géne du TNF-a. Par
contre, une accumulation de 'ARNm du TNF-a, corrélée a une diminution de leur

dégradation est observée dans les cellules (Kontoyiannis et al., 1999).

Les souris invalidées pour le géne codant TTP développent des maladies chroniques
inflammatoires telles que I’arthrite dont le développement peut étre ralenti par I'utilisation
d’anticorps anti-TNF-a (Taylor ef al., 1996). D’ailleurs, 1’invalidation de I’expression de TTP
entraine une augmentation du temps de demi vie des ARNm du TNF-a (Carballo ef al., 1998).
La fixation de TTP sur les séquences ARE de ’ARNm du TNF-a conduit a la déadénylation
et a la dégradation du transcrit du TNF-a (Lai ef al., 1999).

Les séquences ARE de ’ARNm du TNF-a sont également impliquées dans la
régulation post-transcriptionnelle de 1’expression du TNF-a. TIA-1 et TIAR s’y fixent et
inhibent la traduction du transcrit du TNF-a. L’invalidation de TIA-1 et de TIAR entraine une
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augmentation de I’expression du TNF-a en réponse au LPS alors que le taux d’ARNm ne

varie pas (Gueydan et al., 1999 ; Piecyk et al., 2000).

Généralement, les cytokines anti-inflammatoires potentialisent leurs effets en mettant
en place divers mécanismes de régulation. C’est le cas notamment de 1I’'[L-10 qui inhibe
I’expression du TNF-o au niveau transcriptionnel en induisant ’expression de Bcl-3 et en
agissant au niveau post-transcriptionnel via I’expression de TTP (Kuwata et al., 2003 ;
Schalijo et al., 2009). Nous avons donc vérifi¢é si 1’activité inhibitrice de la CyPB est

¢galement dépendante d’un autre mécanisme que celui de la régulation transcriptionnelle.

B. Résultats

B. 1. Mise en évidence d'une régulation post-transcriptionnelle

Afin de mettre en évidence une régulation post-transcriptionnelle de 1’expression du
TNF-o par la CyPB, nous avons utilis€¢ un geéne rapporteur placé sous le controle du
promoteur du gene du TNF-a complété ou non par la région 3’UTR. Apres avoir invalidé
I’expression de Bcl-3 par ARN interférence, nous avons induit I’expression de la luciférase
dans les cellules THP-1 pré-incubées ou non en présence de CyPB et nous avons comparé les
résultats obtenus (Figure 21A). Comme démontré précédemment, I’invalidation de
I’expression de Bcl-3 dans les cellules exprimant la luciférase sous le controle du promoteur
du géne du TNF-a inhibe I’effet de la CyPB sur la régulation de la luciférase, résultant en un
taux d’expression similaire aux cellules non traitées par la CyPB. Par contre, dans les cellules
transfectée par un siRNA contrdle, la CyPB inhibe I’expression du géne rapporteur. De fagon
surprenante, lorsque ’expression de la luciférase est également sous le contrdle de la région
3’UTR du géne du TNF-a, malgré I’invalidation de I’expression de bcl-3, la CyPB inhibe
toujours I’expression de la luciférase. De plus, le taux d’inhibition est comparable aux cellules
contrdles. Nous avons alors confirmé ce résultat en dosant par ELISA la quantité de TNF-a
sécrété par les cellules THP-1 (Figure 21B). De fagon similaire, dans les cellules invalidées
pour Bcl-3, le taux de TNF-a sécrété en réponse au LPS est diminué lorsque les cellules sont
au préalable incubées en présence de CyPB. Ces résultats confirment bien la mise en place par

la CyPB d’un mécanisme de régulation post-transcriptionnelle.
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Figure 21 : Régulation post-transcriptionnelle de I’expression du TNF-a. Les cellules
THP-1 sont transfectées par les siRNA dirigés contre Bcl-3 ou par le siGFP (contrdle) puis
infectées par I'adénovirus codant pour le géne de la luciférase placé sous le contrble du
promoteur du géne du TNF-a additionné ou non par sa région 3'UTR. Les cellules sont
ensuite pré-incubées en présence de CyPB puis stimulées par le LPS. A. Analyse de
'expression de la luciférase. B. Analyse de la sécrétion du TNF-a dans le milieu de culture
des cellules transfectées. Les résultats sont représentatifs de deux expériences
indépendantes.

© 2012 Tous droits réservés. http//(i%#lhlv-“”e'] fr



Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

B. 2. Etude du mécanisme de régulation post-transcriptionnelle

Précédemment, nous avions observé que le prétraitement des macrophages humains en
présence de CyPB diminue la phosphorylation de p38 MAPK induite par le LPS sans
toutefois I’inhiber totalement. Des travaux ont montré que I’activation de p38 MAPK
empéche la déadénylation des ARNm présentant des séquences ARE, bloquant ainsi leur
dégradation (Dean et al., 2003). Par contre, la dexaméthasone, un glucocorticoide de synthése
ayant des propriétés anti-inflammatoires inhibe 1’activation de p38 MAPK en induisant
I’expression de MKP-1, résultant en la dégradation des ARNm (Lasa et al., 2001, 2002 ;
Abraham et al., 2006).

B. 2. a. Effet de la CyPB sur la phosphorylation de p38 MAPK

Nous avons analysé la phosphorylation de p38 MAPK en réponse au LPS dans les
macrophages humains et les cellules THP-1 pré-incubés ou non en présence de CyPB (Figure
22A). Comme démontré précédemment, la CyPB réduit partiellement I’activation de la kinase
en comparaison aux macrophages humains non traités par la CyPB. Dans les cellules THP-1,
la CyPB induit également une diminution de la phosphorylation de p38 MAPK en réponse au
LPS. Nous avons alors étudié par immunorévélation la présence de la phosphatase MKP-1
dans les cellules THP-1 stimulées par le LPS et pré-incubées ou non par la CyPB (Figure
22B). Dans les cellules non traitées par la CyPB, MKP-1 n’est visible qu’aprés lheure de
stimulation par le LPS. Ce résultat était attendu puisque le LPS induit I’expression de la
phosphatase qui intervient dans le rétrocontrole négatif de la production de TNF-a. A
I’inverse les cellules prétraitées par la CyPB expriment déja un taux ¢levé de MKP-1 avant
stimulation par le LPS. Ce résultat suggere que la CyPB induit I’expression de MKP-1, ce qui
conduirait a I’inactivation de p38 MAPK et potentiellement a la déstabilisation de I’ARNm du
TNF-a.

© 2012 Tous droits réservés. http//(i%‘gunlv-lllle’l fr



Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

A THP-1 Macrophages
LPS LPS
0 15 30 45 60 (min) 0 15 30 45 60 (min)
P-P3B-MAPK [ s v e v | p-p38-MAPK | —— |
P38-MAPK | s s s | D38-MAPK | e s e s |
CyPB/LPS CyPBI/LPS
0 15 30 45 60 (min) 0 15 30 45 60 (min)
P-p38-MAPK [ s | p-p38-MAPK | — o |
B
LPS CyPB /LPS
0 1 2 4 (h 0 1 2 4 (h
MKP1 | — --l MKP1 |-- - -|
P38-MAPK [ | P38-MAPK [ |

Figure 22 : Diminution de la phosphorylation de p38 MAPK. Les cellules THP-1 et les
macrophages sont incubés ou non en présence de 50 nM CyPB puis stimulés par le LPS.
A. L’activation de p38 MAPK a été analysée par immunorévélation a I'aide d’un anticorps
dirigé contre les formes phosphorylées de p38 MAPK tandis qu’un anticorps anti-p38 MAPK
montre les formes totales des kinases. B. L’analyse de l'expression de MKP-1 par
immunorévélation a été réalisée sur les cellules THP-1. Les résultats sont représentatifs
d’au moins trois expériences indépendantes.

B. 2. b. Effet de la CyPB sur I'expression de MKP-1

Afin d’analyser I’effet de la CyPB sur I’expression de MKP-1, les cellules THP-1 et
les macrophages humains ont été¢ stimulés en présence de CyPB. L’analyse par RT-PCR
montre une expression transitoire de I’ARNm de la phosphatase, qui est optimale aprés 2 h de
stimulation a la fois dans les macrophages humains et dans les cellules THP-1 (Figure 23A).
L’analyse de I’expression de la protéine par immunorévélation révele que MKP-1 est présente
dans les cellules THP-1 dés 1 heure et dans les macrophages humains dés 2 heures de
stimulation par la CyPB (Figure 23B). Si la protéine est encore détectée dans les cellules

THP-1 apres 16 h de stimulation, ce n’est pas le cas dans les macrophages ou I’expression de
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MKP-1 n’est que transitoire et diminue a partir de 8 heures de stimulation. De plus,

I’expression de la phosphatase est plus faible dans les macrophages en comparaison aux

cellules THP-1. Afin de comparer le niveau d’expression de MKP-1 dans ces cellules, nous

avons ¢galement stimulés les cellules THP-1 par la dexaméthasone. Cet anti-inflammatoire

induit I’expression de MKP-1 dés 30 min de stimulation et la phosphatase est présente dans

les cellules jusqu'a 4 h post-traitement. Par ailleurs, la dexaméthasone est un bien meilleur

inducteur de I’expression de MKP-1 en comparaison avec la CyPB.
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Figure 23 : Expression de MKP-1 induite par la CyPB. Les cellules THP-1 et les
macrophages ont été stimulés par 50 nM de CyPB ou par 100 nM de dexaméthasone. Les
cellules ont été récupérées afin d’analyser par RT-PCR (A) et par immunorévélation (B)
lexpression de MKP-1. Les résultats sont représentatifs d’au moins troix expériences

indépendantes.

B. 2. c. Effet de la CyPB sur la stabilité de TARNm du TNF-a

Puisque nous avons corrélé la diminution de la phosphorylation de p38 MAPK a

I’expression de MKP-1, nous avons voulu savoir si la CyPB modulait la stabilit¢ de I’ARNm

du TNF-a. Pour cela, nous avons analys¢ par PCR en temps réel le temps de demi-vie de

I’ARNm du TNF-a dans les cellules THP-1 pré-incubées ou non en présence de CyPB et

© 2012 Tous droits réservés.

http://cicg:dmiv-lillm fr



Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

stimulées par le LPS (Figure 24). Apres avoir inhibé la synthése de novo de I’ARNm du TNF-
a en bloquant la transcription a I’aide d’actinomycine D, un taux moins important de transcrit
du TNF-a est détecté dans les cellules mises en présence de CyPB. Ces résultats montrent une
dégradation plus rapide de ’ARNm du TNF-a dans ces cellules. Par contre, les différences
observées entre les cellules non traitées et traitées par la CyPB ne sont pas €élevées puisque le
temps de demi-vie de I’ARNm du TNF-a qui est de 12,8 + 1,3 min est réduit a 8,8 = 1,8 min

dans les cellules prétraitées.

® . PS
O CyPB/LPS

100

10

TNF-o. / GAPDH

—
¢ — — = = = o _———— -
¢ — — = = = — _———— -

0 10 20 30 40 50 60 70
cinétique post-actinomycine D (min)

Figure 24 : Diminution du temps de demi-vie de ’ARNm du TNF-a. Les cellules THP-1
ont été pré-incubées ou non en présence de 50 nM de CyPB puis stimulées par du LPS.
Aprés 1 h de stimulation, I'actinomycine D (5 ug/mL) a été ajoutée afin de bloquer la
transcription du géne du TNF-a. Les cellules ont été récupérées toutes les 15 minutes et le
taux ’ARNm du TNF-a présent a été analysé par PCR en temsp réel. Ce résultat est
représentatif de deux expériences indépendantes.

B. 3. Implication de MKP-1 dans l'activité inhibitrice de la CyPB

Afin de confirmer la part de MKP-1 dans I’activité inhibitrice de la CyPB, nous avons
invalidé par ARN interférence 1’expression de la phosphatase dans les cellules THP-1. Dans
un premier temps, nous avons corrélé I’effet de I’inhibition de I’expression de MKP-1 a la
phosphorylation de p38 MAPK (Figure 25B). Dans les cellules THP-1 traitées avec le siRNA

contrdle, I’activation de p38 MAPK est maximale dans les cellules stimulées par le LPS, mais
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est diminuée lorsque celles-ci sont au préalable incubées avec la CyPB. Par contre p38
MAPK est activée en réponse au LPS dans les cellules invalidées pour 1’expression de MKP-
1, qu’elles aient subi ou non un prétraitement en présence de CyPB. Ces résultats confirment
que la phosphatase MKP-1, dont I’expression est induite par la CyPB, déphosphoryle p38
MAPK. Nous avons alors analysé la conséquence de 1’invalidation de I’expression de MKP-1
sur I’inhibition de la synthése du TNF-a par la CyPB (Figure 25C). Alors que la CyPB inhibe
de 60 % (59,5 = 4,4 %) I’expression du TNF-a dans les cellules controles, 1’inhibition est
encore de 40 % (38,2 £ 3,5 %) dans les cellules invalidées pour MKP-1. Méme si les
expériences d’invalidation confirment I’implication de MKP-1 dans I’inhibition de p38
MAPK, les derniers résultats suggerent un réle mineur de la phosphatase dans 1’inhibition de

I’expression du TNF-a par la CyPB.
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Figure 25: Implication de MKP-1 dans la régulation post-transcriptionnelle de
I’expression du TNF-a. Les cellules THP-1 ont été transfectées avec un siRNA dirgé contre
MKP-1 ou contre la GFP (contréle) puis incubées ou non en présence de 50 nM de CyPB et
stimulées par le LPS. A. L’analyse de l'activation de p38 MAPK a été réalisée par
immunorévélation. B. La sécrétion du TNF-a par les celllules a été dosée par ELISA. Ces
résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes.
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C. Discussion

Les travaux portant sur la régulation post-transcriptionnelle de I’expression du TNF-a
ont montré I'implication de différentes protéines. Elles agissent en reconnaissant des
séquences ARE présentes au niveau de la région 3° UTR des ARNm pour déstabiliser les
transcrits du TNF-a ou inhiber leur traduction. Nos précédents travaux ont montré que la
CyPB régule la transcription du gene du TNF-o. Toutefois nous avons observé que
I’inhibition de ce mécanisme de régulation transcriptionnelle ne bloque pas ’activité¢ de la
CyPB. En effet si la CyPB n’est plus capable d’inhiber la syntheése de ’ARNm du TNF-q, la

sécrétion de la cytokine dans les milieux de culture reste cependant diminuée.

Nous avons observé que, dans les cellules THP-1 et les macrophages humains pré-
incubés en présence de CyPB, I’activation de p38 MAPK en réponse au LPS est diminuée.
MKP-1 est une phosphatase qui déphosphoryle p38 MAPK et JNK et son implication dans la
régulation de I’expression de facteurs inflammatoires a largement été démontrée (Chen et al.,
2002 ; Shepherd et al., 2004 ; Nimah et at., 2005). Les cellules THP-1 et les macrophages
humains stimulés par la CyPB expriment bien MKP-1. Comme toute protéine impliquée dans
le contréle de D’activation des voies de signalisation, 1’activit¢ de MKP-1 est finement
régulée. Son expression est induite par 1’activation de la voie p44/p42 MAPK par le LPS ou la
dexaméthasone (Chen et al, 2002). De plus, son expression est stabilisée par la

339 et Ser’® par les mémes kinase (Brondello ef al., 1999). Puisque la

phosphorylation des Ser
CyPB induit I’activation de la voie p44/p42 MAPK, il serait intéressant d’étudier le role des

kinases ERK1/2 dans I’induction de I’expression de MKP-1.

Lasa et al. (2001, 2002) ont déja montré que 1’activité anti-inflammatoire de la
dexaméthasone est dépendante de I’expression de MKP-1 qui déphosphoryle p38 MAPK.
L’inactivation de p38 MAPK a une incidence importante sur I’expression du TNF-a avec une
augmentation de la déstabilisation de son ARNm puisque la kinase inhibe ’activité de TTP.
(Lai et al., 1999 ; Mahtani et al., 2001 ; Dean et al., 2003). Nous avons observé que la CyPB
diminue elle aussi le temps de demi-vie des ARNm du TNF-a, suggérant que MKP-1 dont
I’expression est induite par la CyPB, permet I’activation de TTP et la déstabilisation des
ARNm du TNF-a. Toutefois, les effets de la dexaméthasone sur la déstabilisation des ARNm
sont bien plus marqués (Lasa ef al., 2001). Ceci n’est pas surprenant puisque en comparaison
a Dexpression de MKP-1 induite par la dexaméthasone, la CyPB semble étre un faible

inducteur de la phosphatase.
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La participation de MKP-1 dans la régulation post-transcriptionnelle de I’expression
du TNF-a a été étudiée en observant I’expression du TNF-a dans les cellules invalidées pour
la phosphatase. Si 'utilisation de siRNA dirigés contre MKP-1 restaure la phosphorylation de
p38 MAPK induite par le LPS dans les cellules THP-1 pré-incubées en présence de CyPB, il
n’y a pas de réelle différence au niveau de la sécrétion du TNF-a. Pourtant ce résultat ne
permet pas de conclure quant a I’implication de MKP-1 dans la régulation post-
transcriptionnelle de 1’expression du TNF-a par la CyPB. En effet, la CyPB est capable
d’inhiber I’expression de la luciférase placée sous le contrdle du promoteur du gene du TNF-a
bien qu’elle ne puisse pas réguler au niveau post-transcriptionnel I’expression de la cytokine.
De méme, I’invalidation de Bcl-3 inhibe la régulation transcriptionnelle de 1’expression du
gene du TNF-a sans pour autant empécher la CyPB d’inhiber la sécrétion du TNF-a. Ces
données montrent que les mécanismes de régulation transcriptionnelle et post-
transcriptionnelle sont indépendants et suffisants pour inhiber I’expression du TNF-a. Aussi,
il n’est pas surprenant que l’invalidation de 1’expression de MKP-1 n’entraine pas de
changement majeur au niveau de I’activité inhibitrice de la CyPB. Afin de mieux étudier le
mécanisme de régulation post-transcriptionnelle, il serait plus juste de s’affranchir des effets
de la régulation transcriptionnelle en utilisant un géne rapporteur placé uniquement sous le

controle de la région 3’UTR du gene du TNF-a.

La faible expression de MKP-1 suite a la stimulation des cellules par la CyPB laisse
supposer qu’un mécanisme supplémentaire pourrait €tre mis en place par la CyPB pour
réguler au niveau post-transcriptionnel 1’expression du TNF-a. D’ailleurs, il a ét¢ démontré
que les cytokines IL-4 et IL-13 inhibent I’expression du TNF-a en régulant la traduction de
son ARNm (Mijatovic et al., 1997). L utilisation du gene rapporteur placé sous le contrdle de
la région 3’UTR du géne du TNF-a dans les cellules invalidées pour 1’expression de MKP-1
fournirait des renseignements quant a la participation de la phosphatase et d’autres protéines

dans la régulation post-transcriptionnelle de 1’expression du TNF-a.

Dans I’ensemble, ces résultats montrent qu’en plus de réguler la transcription du géne
du TNF-a, la CyPB agit également au niveau post-transcriptionnel. S’il est évident que MKP-
1 régule I’activation de p38 MAPK, I’implication de la phosphatase dans 1’inhibition de

I’expression du TNF-a par la CyPB doit encore étre confirmée.
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Initialement décrites en 1984 par Handschumacher et al. comme récepteurs de la CsA,
les cyclophilines ont été impliquées au fil des années dans de nombreuses activités. Les
données bibliographiques témoignent de leur participation dans le transport de protéines
néosynthétisées, dans la régulation de I’activité¢ de protéines de signalisation ou de I’activité
des facteurs de transcription, dans la régulation de 1’apoptose ou encore dans 1’infection par
certains virus tel que le HIV. Les CyPA et CyPB ont la caractéristique d’étre retrouvées dans
les milieux extracellulaires. En effet, la CyPB est sécrétée de facon constitutive par les
chondrocytes, les kératinocytes ou les fibroblastes (Caroni ef al., 1991 ; Gonzalez-Cuadrado
et al., 1996 ; De Ceuninck ef al., 2003 ; Fearon et al., 2011). De plus, elle est retrouvée dans
les milieux biologiques tels que le lait ou le plasma (Spik et al., 1991 ; Allain et al., 1995). A
I’inverse, la CyPA n’est pas présente de facon constitutive dans les milieux extracellulaires.
Par contre, elle est sécrétée avec la CyPB dans les milieux de culture de CMLV en condition
de stress oxydatif (Liao et al., 2000 ; Jin et al., 2000), dans le sérum de patients atteints de
septicémie ou infectés par le HIV (Tegeder ef al., 1997 ; Endrich & Gehring, 1998 ; Dear et
al., 2007 ; Tian et al., 2010) ou dans les voies respiratoires chez des modeles murins d’asthme
allergique (Gwinn et al., 2006 ; Balsley et al., 2010). La CyPA a également été retrouvée dans
le milieu de culture de macrophages murins (Sherry et al., 1992) ou de cellules endothéliales
(Kim et al., 2004) stimulés par le LPS et dans les liquides synoviaux de patients atteints de

polyarthrite rhumatoide (Billich et al., 1997 ; Kim et al., 2005).

La caractérisation des CyPA et CyPB dans les milieux extracellulaires a encouragé les
recherches sur les activités de ces formes sécrétées. Les CyPA et CyPB partagent le méme
récepteur protéique, le CD147. La fixation des cyclophilines au CD147 entraine ’activation
de la voie p44/p42 MAPK et la migration des monocytes, lymphocytes T et neutrophiles
(Sherry et al., 1992 ; Xu et al., 1992 ; Yurchenko et al., 2001, 2002 ; Allain et al., 2002).
Toutefois, les réponses induites suite a la fixation de la CyPA sur le CD147 sont de moins
grandes amplitudes que celles observées pour la CyPB. Les travaux réalisés au Laboratoire
ont montré que la CyPB se fixe également aux chaines HS portées par le syndécan-1 (Pakula
et al., 2007). La CyPB induit I’adhérence des lymphocytes T a la fibronectine et cette activité
est dépendante des chaines HS. Par contre, la CyPBkgk- qui est incapable de se fixer au
syndécan-1, présente une activité chimioattractante plus faible que la CyPB non mutée (Allain
et al., 2002 ; Melchior et al., 2008). Ainsi, les sites de fixation des CyPA et CyPB ne sont pas
tous communs, et si la fixation de la CyPB aux cellules cibles engendre les mémes réponses

que pour la CyPA, la CyPB présente des activités supplémentaires.
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Dans I’ensemble, ces données conferent aux CyPA et CyPB un role de médiateur de
I’inflammation. Plus récemment, plusieurs équipes ont montré que la CyPA induit la sécrétion
de facteurs pro-inflammatoires tels que le TNF-a, I’'IL-1B, I’IL-6 ou I’IL-8. Ces activités sont
dépendantes de I’activation des kinases ERK1/2, p38 MAPK et JNK ainsi que de 1’activation
de la voie NF-xB (Jin et al., 2004 ; Kim et al., 2005 ; Li et al., 2006 ; Yuan et al., 2010). Dans
les macrophages issus de monocytes isolés de sang humain, nous avons confirmé 1’activation
induite par la CyPB des voies p44/p42 MAPK et NF-kB. Par contre, nous n’avons observé ni
activation des kinases p38 MAPK et JNK ni sécrétion de facteurs pro-inflammatoires. Ces
résultats sont en accord avec divers auteurs dont les travaux contredisent I’activité pro-
inflammatoire de la CyPA. En effet, Yurchenko et al. (2002) et Yang et al. (2007) ne
détectent pas d’augmentation de la phosphorylation de p38 MAPK et JNK suite a la
stimulation des cellules par la CyPA. Payeli et al. (2008) ne détectent pas de TNF-a suite a la
stimulation des cellules THP-1 par la CyPA. Par contre, la quantité d’IL-6 détectée dans les
surnageants des cellules passe de 6 pg/mL dans les cellules non stimulées a 11 pg/mL dans les
cellules stimulées par 1 ug/mL de CyPA. Wang et al. (2010) ne détectent ni TNF-a, ni IL-1[,
ni [L-6 apres stimulation des cellules THP-1 par la CyPA alors que la quantité d’IL-8 sécrétée
par ces cellules passe de 300 a 450 pg/mL apres stimulation par la CyPA. Bien que les
différences d’expression des cytokines soient significatives entre les cellules témoins et celles
stimulées par la CyPA, leurs niveaux d’expression en réponse a la CyPA ne sont pas
comparables a ceux observés en présence d’agonistes des TLRs, ce qui laisse supposer que

tout comme la CyPB, la CyPA n’est pas un inducteur de cytokines pro-inflammatoires.

En revanche, notre étude sur les macrophages humains montre que la CyPB inhibe
I’expression de ces cytokines pro-inflammatoires induites par le LPS et que cette inhibition
est optimale apres un prétraitement des cellules durant 16 h. L’analyse du mécanisme sous-
jacent a cette activité a permis de révéler I’expression de Bcl-3 dans les cellules stimulées par
la CyPB. Cette [kB atypique est connue pour induire la fixation des dimeres p50/p50 sur les
sites kB, bloquant ainsi la fixation des diméres p65/p50 (Wessells et al., 2004). Des travaux
ont montré que I’expression de Bcl-3 est dépendante de 1’activation de STAT3 induite par
I’IL-6 et ’'IL-10 (Kuwata ef al., 2003 ; Brocke-Heidrich et al., 2006) et de ’activation de NF-
kB induite par le LPS (Brazier et al., 2001). Au Laboratoire, la stimulation des cellules par la
CyPB n’induit pas I’activation de STAT3, ce qui n’a rien de surprenant puisque le CD147
n’est pas connu pour activer les voies de signalisation JAK/STAT. Par contre, la CyPB induit

bien I’activation de la voie NF-xB, et I'utilisation de MG132, un inhibiteur protéasomale
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bloquant I’activation de NF-kB, entraine un défaut d’expression de Bcl-3 dans les cellules
THP-1 stimulées par le LPS (résultats non publiés). Ces résultats suggerent que 1’activation de
la voie NF-kB par la CyPB est essentielle a I’expression de bcl-3. Des données récentes
montrent que la stimulation du CD147 conduit a ’activation de la voie NF-kB et d’ailleurs la
CyPA active elle aussi la voie NF-xB (Jin et al., 2004 ; Kim ef al., 2010 ; Yuan et al., 2010).
Pourtant, nous avons observé que la stimulation des macrophages par la CyPA n’induit
qu’une faible expression de Bcl-3 résultant en une faible inhibition de I’expression du TNF-a
en réponse au LPS. Ces résultats laissent supposer que ’activité inhibitrice de la CyPB est

dépendante de sa fixation sur les chaines HS du syndécan-1.

Les chaines HS permettent de présenter les médiateurs solubles a leur récepteur de
signalisation. Les travaux de Derksen et al. (2002) montrent que la fixation du HGF
(Hepatocyte growth factor) est dépendante des chaines HS portées par le syndécan-1. Le
traitement de cellules de lignées plasmocytaires malignes par des héparitinases diminue
I’activation de la voie p44/p42 MAPK, suggérant que les chaines HS renforcent 1’activation
des voies de signalisation. Dans le cas de la CyPB, I’¢limination des chaines HS par un
traitement a I’héparinase inhibe 1’activation de la voie p44/p42 MAPK ainsi que 1’adhérence
cellulaire a la fibronectine. L’ajout de chaines HS libres ou d’une forte concentration en
CyPB ne restaure pas ces activités. (Allain ef al., 2002 ; Pakula et al., 2007). Ces résultats
suggerent que la participation du protéoglycane ne se limite pas a la présentation de la CyPB a
son récepteur protéique. D’ailleurs, 1’invalidation de I’expression du syndécan-1 inhibe
I’activation de la voie p44/p42 MAPK induite par la CyPB et I’adhérence des cellules a la
fibronectine (Pakula et al., 2007). La constante d’affinité entre les cyclophilines et le CD147
serait équivalent a celle d’une enzyme pour son substrat (Yurchenko et al., 2002 ; Allain et
al., 2002 ; Sclegel et al., 2009). Les chaines HS pourraient donc servir a maintenir
I’interaction entre la CyPB et le CD147. Puisqu’il n’a jamais été décrit d’interaction
spécifique entre la CyPA et les chaines HS de protéoglycanes membranaires, 1’interaction de
la CyPA avec le CD147 ne serait pas renforcée. De plus, Carpentier ef al. (1999b) ont suggéré
que la CyPB possede une plus forte affinité pour le récepteur protéique que la CyPA. Le fait
que la CyPA ne soit pas capable d’induire I’adhérence des lymphocytes a la matrice
extracellulaire laisse supposer que le syndécan-1 et les chaines HS conférent a la CyPB des
activités supplémentaires a celles de la CyPA, et notamment la capacité d’induire 1I’expression

de Bcl-3 et d’inhiber par conséquent la transcription des genes NF-kB dépendants.

Bien que la transcription induite par la CyPB du géne codant pour Bcl-3 soit
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transitoire, I’expression de la protéine n’est optimale qu’aprés 16 h de stimulation des cellules
par la CyPB, suggérant qu’en plus d’induire I’expression de Bcl-3, la CyPB active également
des mécanismes régulant son activité. Bcl-3 a été décrit pour activer ou réprimer la
transcription de génes cibles en association avec les dimeres p50/p50 et p52/p52 mais les
mécanismes permettant de réguler son activit¢é n’ont toujours pas €té clairement définis.
Toutefois, des travaux montrent que Bcl-3 subit diverses modifications post-traductionnelles
et qu’elle est capable d’interagir avec de nombreux facteurs régulant positivement ou
négativement la transcription. La phosphorylation de Bcl-3 peut €tre réalisée par différentes
kinases. Les travaux de Viatour et al. (2004) ont montré que la phosphorylation de Bc¢l-3 par
la GSK3 induit sa dégradation protéasomale. Puisque la CyPB induit I’activation de la PI3K
(Melchior et al., 2008), la GSK3 pourrait étre en conséquence inactivée et la CyPB bloquearit
ainsi la dégradation protéasomale de Bcl-3. La stimulation de macrophages par le LPS induit
¢galement la phosphorylation de Bcl-3. Bien que la kinase responsable de cette modification
n’est pas encore ¢té identifiée, cette phosphorylation augmente la stabilité et I’activité de Bcl-
3 (Bundy & McKeithan, 1997 ; Caamano et al., 1995 ; Wessels ef al., 2004). L’activité de
Bcl-3 semble également régulée par une E3 ubiquitine ligase. En effet, dans les kératinocytes
ou I’expression de la déubiquitinylase CYLD est inhibée, Bcl-3 associée aux protéines pS0 et
p52 est accumulée dans le noyau et augmente 1’expression de la cycline D1, résultant en la
prolifération de ces cellules (Massoumi et al., 2006). La stimulation des macrophages par la
CyPB pourrait donc conduire a I’expression ou a D’activation de protéines régulant

I’expression et ’activité de Bcl-3.

Bcl-3 et MKP-1 sont impliquées dans le rétrocontrole négatif de 1’activation des voies
de signalisation associées aux TLRs et dans les mécanismes de tolérance des cellules de
I’immunité innée. Leur expression est induite suite a I’activation des TLRs et, associées a
d’autres régulateurs, elles stoppent I’expression des génes activés par la stimulation des TLRs
et empéchent la réactivation des voies de signalisation associées (Nimah et al., 2005 ;
Carmody et al., 2007). Pourtant, I’activité inhibitrice de la CyPB requiert une pré-incubation
des cellules en sa présence durant 16 h avant I’activation des TLRs. Dans ce cas, I’activité de
Bcl-3 et de MKP-1 n’est pas requise dans le but de stopper ’expression des cytokines pro-
inflammatoires mais plutét de modifier le phénotype des macrophages afin de les rendre
tolérants au LPS. C’est le cas par exemple de ST2L, un récepteur dont I’expression tardive a
la surface cellulaire ne lui permet pas d’intervenir dans les mécanismes de rétrocontrole

négatif de I’activation des TLRs. Par contre, ST2L est impliqué dans les mécanismes de
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tolérance suite a une secondes stimulation des TLRs (Brint ef al., 2004).

Sherry et al. (1992) ont montré que la CyPA est un produit de sécrétion des
macrophages en réponses au LPS. Actuellement, aucune donnée ne montre que la sécrétion de
la CyPB augmente en réponse au LPS mais nous avons observé que la stimulation des cellules
THP-1 par le LPS conduit a une augmentation de la transcription du géne codant pour la
CyPB. Puisque la CyPA et la CyPB sont généralement sécrétées en réponses aux mémes
stimuli inflammatoires, il est envisageable que la stimulation des macrophages par le LPS
conduit a la sécrétion de CyPB. Dans ce cas, la CyPB pourrait avoir un réle important dans la
mise en place de la tolérance. Il serait alors intéressant d’étudier les effets de 1’invalidation de

son expression dans des macrophages stimulés a deux reprises par le LPS.

Toutefois, la stimulation des TLRs conduit déja a D’expression de nombreux
régulateurs de 1’activation des voies de signalisation et il est possible que la CyPB n’ait pas de
role prépondérant dans le mécanisme de la tolérance. Actuellement, les €léments que nous
avons accumulés sur le role de la CyPB dans la régulation de 1’activité des macrophages
semblent indiquer qu’elle agirait plutdt en modifiant le phénotype répondeur des macrophages
afin de limiter deés la premiére activation des TLRs la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires.

De facon similaire, la PI3K, qui est constitutivement exprimée dans les cellules de
I’immunité innée, est rapidement activée suite a la stimulation des TLRs. En induisant la
phosphorylation de GSK3, PI3K inhibe I’activité de facteurs de transcription et régule ainsi
I’amplitude de la réponse inflammatoire (Askoy et al., 2005 ; Wang et al., 2011). Fukao et al.
(2002) ont méme supposé que la PI3K régule la balance Ty1/Th2. En effet, ’invalidation de
I’expression de la PI3K entraine une surproduction de 1I’IL-12, du TNF-a et de I’I[FN-y suite a
I’infection de souris par Leishmania major tandis que 1’expression des cytokines de type T2
est diminuée. De la méme maniere, la CyPB inhibe la transcription des génes codant pour les
cytokines pro-inflammatoires. Par contre, dans un modele murin d’asthme allergique, elle
induit le chimiotactisme des €osinophiles qui est corrélé a I’expression des cytokines Ty2 ILS
et IL-13 (Gwinn et al., 2006 ; Balsley et al., 2010). Ainsi, la CyPB pourrait favoriser la

réponse immunitaire de type Ty2 alors qu’elle inhiberait la réponse Tp1.

En prenant en compte son activité chimiotactile, la CyPB pourrait également recruter
les macrophages sur le site de I’inflammation et inhiber leurs réponses pro-inflammatoires

suite a leur stimulation. Certaines cytokines anti-inflammatoires présente cette propriété. En
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effet, depuis quelques années, les recherches portant sur 1’activation alternative des
macrophages ne cesse de s’accroitre. Reflétant la nomenclature Ty1/Tx2, la polarisation des
macrophages a ¢été classée en deux sous types. Les macrophages M1 sont induits par les
cytokines Ty1 comme le TNF-a, I’IL-12 et I'IFN-y ou par I’activation des TLRs. Ils sécretent
d’importants taux de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines qui participent au
recrutement des cellules Ty1 et sont impliqués dans la résistance contre les pathogenes et les
tumeurs. Les macrophages M2 sont décrits comme des macrophages ayant un réle important
dans les réponses inflammatoires de type Ty2, dans la phase de résolution de I’inflammation
ou dans les mécanismes de réparation tissulaire. Plusieurs variants de macrophages M2
existent. Les M2a sont induits par I'IL-4 et I’IL-13. Ils produisent peu de cytokines
inflammatoires et ne répondent pas a I'IL-1B. Par contre, ils expriment de nombreux
récepteurs scavenger, recrutent les cellules immunitaires Tn2 et favorisent la croissance
cellulaire et la formation de collagéne afin de promouvoir la réparation tissulaire. Les M2b
sont induits par les complexes immuns associées aux ligands des TLRs et par 1’activation de
ces récepteurs. Ces macrophages aux propriétés anti-inflammatoires produisent de faibles
taux d’IL-12 mais sécrétent en abondance 1I’IL-10. Par ailleurs, ils conservent leur capacité a
produire des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I’'IL-1B ou I’'IL-6. Les M2b
sont responsables de la protection contre la toxicité du LPS. Ils sont également impliqués dans
’activation des lymphocytes Th2 mais aussi dans les mécanismes d’immunorégulation via le
recrutement des lymphocytes T régulateurs. Les M2c sont quant a ceux induits par divers
stimuli tels que I’'[L-10, le TGF-B ou les glucocorticoides, ce qui engendre des phénotypes
différents. Toutefois les M2c présentent un profil de macrophage désactivé avec une
importante production de I’IL-10 qui inhibe I’expression des cytokines pro-inflammatoires.
Ces macrophages ne possedent plus leur fonction de présentation d’antigéne mais participent
a la collecte de débris cellulaires via I’expression de récepteurs scavenger. Ces macrophages
participent a 1’étape de guérison (Martinez et al., 2008). Par ses propriétés inflammatoires
communes avec d’autres facteurs inflammatoires tels que 1’IL-4 ou I’'IL-10, la CyPB pourrait
contribuer a la polarisation des macrophages en cellules M2. En effet, la CyPB induit le
recrutement de cellules de type Th2 et diminue ’expression de cytokines pro-inflammatoires.
De plus, au Laboratoire, nous avons observé que la prolifération lymphocytaire en réponse a
la présentation de CD3 par des macrophages incubés en présence de CyPB est inhibée
(résultats non publiés). Nous avons alors compar¢ le phénotype des macrophages stimulés en
présence de CyPB, d’IL-10 ou d’IL-4/IL-13. L’analyse par cytofluorimétrie en flux de
I’expression de marqueurs de M2 tels que DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular
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adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) pour les M2a ou CD163 pour les M2c suggere
que la CyPB seule n’a pas la capacité d’activer de fagon alternative ces cellules. Toutefois, la
CyPB pourrait agir en synergie avec les cytokines anti-inflammatoires et potentialiser leurs
effets sur la polarisation des macrophages. Par conséquent, 1’analyse de 1’expression des
marqueurs et de la sécrétion des cytokines et chimiokines en réponses a la CyPB pourrait
fournir des ¢éléments quant au role de la CyPB dans la régulation de Dactivité des

macrophages.

L’¢étude des activités des cyclophilines extracellulaires permet de mieux appréhender
leur role dans la pathogénicité de maladies inflammatoires et de cancers. En effet, de
nombreux travaux ont montré que les CyPA et CyPB sont sécrétées dans diverses pathologies
et modéeles expérimentaux et des agents ciblant le CD147 ou les cyclophilines montrent des
effets anti-inflammatoires significatifs. Toutefois, la plupart des études portent sur le réle de

la CyPA et peu d’informations concernant la CyPB sont disponibles.

La CyPA est présente en quantité importante dans le fluide synovial de patients
atteints de polyarthrite rhumatoide (Billich et al., 1997 ; Kim et al., 2005). Damsker et al.
(2009) ont montré qu’elle est également fortement exprimée par les cellules présentes au
niveau des articulations dans un modele murin d’arthrite induite par le collagéne. Chez les
patients atteints de polyarthrite rhumatoide, une forte expression du CD147 est observée au
niveau des macrophages provenant de fluide synovial (Zhu et al., 2005 ; Yang et al., 2008).
Par ailleurs, I’expression du CD147 est corrélé a une augmentation de I’expression des MMP-
9 et MMP-2 et d’une augmentation de la migration et de 1’invasion cellulaire (Zhu et al.,
2005 ; Yang et al., 2008 ; Wang et al., 2011). La stimulation de macrophages par la CyPA
induit les mémes effets que ceux observés lors de I’augmentation de 1’expression du CD147
tandis que I’invalidation de 1’expression du CD147 ou I'utilisation de CsA ou d’antagonistes
peptidiques du CD147 les inhibe considérablement (Kim et al., 2005 ; Yang et al., 2008 ;
Wang et al., 2010 ; Wang et al., 2011). Ces résultats montrent que la CyPA a un effet néfaste
sur la pathogénicit¢ de la polyarthrite rhumatoide puisqu’elle sa fixation sur le CD147

engendre des réponses qui entretiennent le contexte inflammatoire.

De Ceuninck ef al. (2003) ont montré que la CyPB est sécrétée par les chondrocytes,
des cellules présentes au niveau du cartilage qui veillent au maintien du tissu en synthétisant

et dégradant les composants de la matrice extracellulaire. De plus, la CyPB est retrouvée au
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sein de cette matrice extracellulaire, d’ou elle peut d’ailleurs étre libérée par 1’action des
MMPs. Dans la littérature, aucune donnée n’est disponible sur le réle de la CyPB dans
I’évolution de la polyarthrite rhumatoide. En effet, il n’a jamais ét¢ démontré qu’elle est
sécrétée par les cellules de la synovie de patients malades ou que sa fixation au CD147 induit
I’expression de MMPs. Les données que nous apportons quant a 1’activité inhibitrice de la
CyPB vis a vis des facteurs pro-inflammatoires pourrait laisser supposer qu’elle ait un role
bénéfique dans 1’évolution de la maladie. Toutefois, les données bibliographiques relatent
I’exemple de nombreuses maladies inflammatoires ou les fonctions anti-inflammatoires et
régulatrices de facteurs sont exacerbées ou détournées au profit de la maladie. C’est le cas par
exemple du TGF-B qui est impliqué dans I’homéostasie cellulaire via la régulation du
remodelage de la matrice extracellulaire. Pourtant, 1’altération de sa signalisation peut

conduire au développement de fibroses (Gordon & Blobe, 2008).

Dans le cas de cancer, la CyPA et la CyPB sont également fortement exprimées. Par
contre, peu de données relatent la sécrétion des cyclophilines par ces cellules. Dans des
lignées cellulaires de cancer du poumon, la CyPA qui est fortement exprimée est capable
d’induire la prolifération de ces cellules (Yang et al., 2007). Vizio et al. (2005), ont montré
que la CyPB est retrouvée dans les surnageants de culture de lignées cellulaires pancréatiques
cancéreuses. Encore une fois, le role des cyclophilines extracellulaires dans le processus du
cancer n’est pas encore compris. Au Laboratoire, nous avons observé que les macrophages
incubés en présence de CyPB sont incapables d’induire la prolifération de lymphocytes via la
présentation du CD3. Cette activité inhibitrice de la CyPB serait corrélée a I’expression de la
molécule co-inhibitrice B7-H4 (résultats non publiés) que 1’on retrouve exprimeée
principalement dans les cas de cancers (Yi & Chen, 2009). Des macrophages au profil
phénotypique semblable aux macrophages M2 sont retrouvés associé€s aux tumeurs. Ces TAM
(Tumor-associated macrophages) qui présentent globalement des propriétés anti-
inflammatoires sont impliqués dans [’établissement d’un environnement favorable au
développement de tumeurs via la sécrétion de facteurs favorisant I’angiogenese, la croissance
cellulaire et I’invasion des métastases et 1’inhibition de la réponse inflammatoire (Mantovani
& Sica, 2010). La CyPB pouvant étre sécrétée dans le cas de tumeurs, elle pourrait également

promouvoir le développement de cancers via ses propriétés immunorégulatrices.

Dans I’ensemble, nos travaux apportent de nouvelles données sur le role de la CyPB
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dans la régulation de la réponse inflammatoire. En effet, si la CyPA semble étre capable
d’induire I’expression de facteurs pro-inflammatoires, ce n’est pas le cas pour la CyPB qui au
contraire, inhibe leur expression. Ces résultats conféerent a la CyPB un r6le dans 1’inhibition
de la réponse inflammatoire. Nous avons €galement démontré que la CyPA ne présente pas
cette activité immunorégulatrice, suggérant que les cyclophilines extracellulaires régulent
différemment le processus inflammatoire. Des études approfondies concernant 1’importance
des chaines HS et du syndécan-1 dans la signalisation de la CyPB permettraient de mieux
comprendre les réponses induites par la CyPA et la CyPB. Par ailleurs, le fait que la CyPB
soit sécrétée de facon constitutive par certaines cellules et qu’elle soit présente dans le lait de
femme laisse supposer qu’elle n’est pas capable d’induire I’expression de facteur pro-
inflammatoire et que son activité serait a I’inverse impliquée dans la régulation négative de
I’activation des cellules immunitaires. D’ailleurs, nos récents travaux montrant un role de la
CyPB dans I’inhibition de la prolifération lymphocytaire renforcent cette idée d’activité
immuno-inhibitrice. La poursuite de ces travaux permettrait d’apporter de nouveaux ¢léments
quant aux roles des cyclophilines dans la modulation de la pathogénicit¢ de maladies

inflammatoires et de cancers.
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A. Matériels

La CyPB humaine recombinante est produite en routine au Laboratoire (Spik et al.,
1991). Apres purification, la CyPB est détoxifiée par passage sur Detoxy-gel (Pierce
Chemicals). Le taux de LPS résiduel dosé par Limulus (BioWhittaker) est inférieur a 0,09
E.U./ug de CyPB. La CyPB est utilisée a une concentration finale de 50 nM (1 pg/mL). Le
LPS (Escherichia coli 055BS5), la dexaméthasone et I’actinomycine D proviennent de chez
Sigma et sont utilisés aux concentrations respectives de 10 ng/ml, 100 nM et 5 pg/ml. Les
anticorps utilisés et les conditions expérimentales qui s’y rapportent sont reportés dans le

Tableau 2.

Tableau 2 : Présentation des anticorps et conditions d’utilisation

Anticorps primaire Référence Origine Dilution
phospho-p38 MAPK Cell signaling Polyclonal de souris 1/2000
p38 MAPK Santa Cruz Polyclonal de lapin 1/2000
phospho-ERK1/2 Santa Cruz Polyclonal de souris 1/2000
ERK1/2 Sigma Polyclonal de lapin 1/10000
MKP-1 Santa Cruz Polyclonal de lapin 1/2000
Syndécan-1 Santa Cruz Ployclonal de chévre 1/100
CD147 BD Pharmingen =~ Monoclonal de souris 1/1000

Anticorps secondaire

Anti-Ig de lapin Amersham 1/40000
Anti-1G de souris Amersham 1/10000
Anti-Ig de chevre

Sigma 1/400
couplé a la fluorescéine
Anti-Ig de souris couplé

Sigma 1/64

a la fluorescéine
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B. Culture cellulaire et isolement des monocytes du

sang

La lignée THP-1 (88081201, ECACC) est une lignée humaine promonocytaire capable de
se différencier en cellules de type macrophage. Elles sont cultivées a 37°C dans du milieu RPMI
1640 (Cambrex) additionné de 10 % de sérum de veau feetal décomplémenté (SVF), 2 mM de L-
glutamine, 10 mM de gentamycine et 20 uM de B-mercaptoéthanol, dans une atmosphere saturée
en humidité contenant 5 % de CO,. La différenciation en cellules de type macrophage est
réalisée durant 72 h par ajout de 50 nM de 1-a-25-dihydroxy-vitamine D3 (Calbiochem) dans du
milieu complet dépourvu de B-mercaptoéthanol. Avant manipulation, les cellules sont placées a

une densité de 1.10° cellules/mL dans du milieu complet sans p-mercaptoéthanol.

Les monocytes sont isolés a partir du sang humain provenant de 1'Etablissement Frangais
du Sang (Lille). Le sang dilu¢ dans du tampon DPBS (phosphate 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2)
est déposé sur un milieu de séparation de densit¢ 1,077 (Lymphoprep, AbCys). Apres
centrifugation, les cellules mononucléaires ou PBMC (peripheral blood mononuclear cells) sont
récupérées puis lavées par du PBS. Les monocytes sont isolés par sélection positive en incubant
les PBMC (100.10° cellules/mL) en présence d’anticorps anti-CD14 couplés a des billes
magnétiques pendant 30 min a raison de 35 pL de billes / 10.10° cellules totales (BD,
Biosciences). La suspension cellulaire diluée & 50.10° cellules/mL est alors placée sur I’aimant
BD IMagnet. Apres deux lavages, les cellules CD14+ sont recueillies et leur pureté est estimée
par cytofluorimétrie en flux (> 95%). La différentiation en macrophages est induite par
incubation des monocytes (1.10° cellules/mL) en présence de M-CSF (10 ng/mL) (4bCys)

pendant 5 jours dans du milieu RPMI complet.

C. Dosage ELISA du TNF-«

Les surnageants des cellules sont collectés afin de doser le TNF-a produit a I’aide du kit
AMST (AbCys). Selon les indications du fabricant, I’anticorps de capture est adsorbé pendant une
nuit a 4°C sur une plaque 96 puits Maxisorb (Nalge Nunc). La plaque est ensuite bloquée par une
solution de PBS, Tween-20 0,05 %, BSA 1 %, durant 2 h a température ambiante. Apres
plusieurs lavages, les surnageants dilués sont déposés sur la plaque avec I’anticorps de détection

du TNF-a couplé a la biotine. Aprés 2 h d’incubation, la plaque est lavée et la streptavidine

© 2012 Tous droits réservés. http//doctuyﬁ-lllle’l fr



Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

couplée a la peroxydase est distribuée. La révélation est réalisée a 1’obscurité par ajout d’une

solution de 3,3’,5,5’-tétraméthylbenzidine (Sigma). Le degré de coloration est mesuré a 450 nm.

D. Détection de Tlexpression des protéines par immuno-
révélation

Les lysats totaux sont préparés a partir de 1.106 cellules/point, par incubation pendant 3 h
a 4°C dans le tampon (phosphate 20 mM, Triton X-100 1 %, NaCl 200 mM, KCI 10 mM, EDTA
1 mM, glycérol 20 %, pH 8,0) additionné d’inhibiteurs de protéases (Roche) et de phosphatases
(orthovanadate de sodium 1 mM, NaF 10 mM, Sigma). Les lysats cellulaires clarifiés par
centrifugation sont déposés sur un gel d’électrophorése SDS-PAGE a 10 %. La migration est
réalisée durant 1 nuit a 50 V dans un tampon composé de Tris 16,5 mM, glycine 125 mM, SDS 1
%, pH 8,8. Les protéines sont ensuite transférées sur membrane de nitrocellulose durant 3 h a
250 mA a 4°C. Apres transfert, la membrane est saturée 2 h dans une solution de TBS (Tris 20
mM, NaCl 150 mM, pH 7,6) - Tween-20 0,1 % - lait 5 %, a température ambiante. Les anticorps
primaires (Tableau 2) sont ensuite incubés une nuit a 4°C dans une solution de TBS-Tween - lait
3 %. Apres plusieurs lavages avec une solution de TBS-Tween, la fixation des anticorps
secondaires (Tableau 2) couplés a la peroxydase est réalisée durant 1 h a 20°C. La révélation des
protéines est réalisée par chimioluminescence (ECL, Western Blotting System, Amersham
Biosciences). Afin d’utiliser plusieurs fois la méme membrane, celle-ci est traitée dans une
solution de Tris/HCl 62,5 mM, pH 6,8 contenant 2 % de SDS et 100 mM de B-mercaptoéthanol
durant 1 h a 56°C afin de déshybrider les anticorps fixés. Apres lavages, la membrane peut de

nouveau étre utilisée pour des expériences d'immunorévélation.

E. Analyse de 'expression des ARNm par RT-PCR

Les ARN totaux sont isolés a partir de 3.10° cellules & I’aide du kit NucleoSpin RNA 11
(Macherey-Nagel). La réaction de rétrotranscription est réalisée dans un volume final de 50 uL
contenant 2 ug d’ARN totaux, 1 pL d’oligo-dT (500 pg/ml), 1 pL de transcriptase reverse M-
MLVRT (200 U/uL), 10 pL de tampon M-MLVRT (5X), 2 uL de ANTP (10 mM) et 0,5 uL de
RNasin (40 U/uL) (Promega). L’amplification génique est réalisée a partir de 2 L. du produit de
rétrotranscription dans un volume final de 25 pL en présence de 0,125 pL de GoTag DNA
polymérase (5 U/uL), 5 uLL de tampon (5X), 0,5 uL. de ANTP (10 mM) (Promega) et 0,125 ul (1
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pg/mL) de chaque amorce (Eurogentec). Les réactions de polymérisation réalisées dans un
Mastercycler (Eppendorf) comprennent les étapes suivantes : 1 min de dénaturation de ’ADN a
94°C, 1 min d’hybridation des amorces a la température a la température adéquate et 1 min
d’¢longation a 72°C. Chaque fragment est amplifi¢ selon un nombre de cycles défini afin de ne
pas entrer dans la phase de saturation. Parallélement, la GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate
déhydrogénase-3A) est amplifiée afin de contrdler la qualité et la quantit¢ des ADNc utilisés
dans les réactions de PCR. Les produits de 1’amplification sont déposés sur gel d’agarose
contenant de bromure d’éthidium puis visualisés par transillumination a la longueur d’onde de
302 nm. L’analyse semi-quantitative est réalisée a 1’aide du logiciel Quantity One (BioRad). Les
séquences des couples d’amorces sont MKP-1 : 5’-GCT-GTG-CAG-CAA-ACA-GTC-GA-3’
(sens) et 5’-CGA-TTA-GTC-CTC-ATA-AGG-TA-3’ (antisens), GAPDH : 5’GGT-GGA-CCT-
GAC-CTG-CCG-TCT-A-3’ (sens) et 5’-GAG-GTC-CAC-CAC-CCT-GTT-GTG-3’ (antisens).

F. Invalidation de génes par ARN interférence

Les duplexes siRNA (small-interfering RNA) (Eurogentec) ciblant les protéines NDST1 et
3-OST3 ont précdemment été décrits dans les travaux de Vanpouille ef al. (2007) et Deligny et
al. (2010) tandis que la séquence du siRNA dirigé contre MKP1 est issue de Wahab et al.
(2007). Un siRNA ciblant la GFP (green fluorescent protein) a été utilisé comme témoin négatif
(Eurogentec). L’incorporation des siRNA dans les cellules THP-1 est réalisée par électroporation
a I’aide de la technologie Nucléofector (4dmaxa Biosystems) selon un protocole optimisé pour la
lignée cellulaire THP-1. 2.10° cellules en cours de différenciation depuis 48 h sont resuspendues
dans 100 pl de solution V (4dmaxa Biosystems) et 4 pg de siRNA puis transférées dans une
cuvette Amaxa. Apres le choc €lectrique, la suspension cellulaire est immédiatement diluée dans
du milieu RPM1 complet dépourvu de B-mercaptoéthanol et placée a 37°C pendant 24 h avant

manipulation.

3. Analyse par cytofluorimétrie en flux

La fixation de la CyPB a la surface des cellules THP-1 a été réalisée en incubant 50 nM de
CyPB couplée a la fluorescéine pendant 1 h a 4°C (Denys et al., 1997). La fixation non
spécifique est déterminée en incubant les cellules en présence de 100 exces molaire de ligand

non marqué. L’expresion membranaire du syndécan-1 et du CD147 est analysée en incubant les
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cellules THP-1 avec les anticorps correspondants (Tableau 2) dans du DPBS/BSA 1% pendant
1h a 4°C. Apres lavage, les anticorps couplés a la fluorescéine sont ajoutés pendant 1 h a 4 °C.

La fixation non spécifique est déterminée en présence de sérum irrelevant.

Dans toutes les expériences, les cellules sont lavées deux fois et sont immédiatement
analysées. L’acquisition a été réalisée grace au cytofluorimetre en flux FACScalibur (Becton

Dickinson) et les données ont ét¢ analysées grace au logiciel CellQuest.

H. Etude du chimiotactisme

Les expériences de chimiotactisme sont réalisées en utilisant des chambres de micro-
diffusion (Corning Costar) contenant deux compartiments séparés par une membrane de
polycarbonate. Les cellules (0,8.10°) sont placées dans 100 pL de RPMI 1640 complémenté par
0,5 % (W/V) de BSA dans le compartiment supérieur, tandis que 15 nM de CyPB est ajouté dans
le compartiment inférieur. Aprés 1 h d’incubation a 37°C, les cellules non adhérées sont
¢liminées par lavage au DPBS, tandis que les cellules ayant migrées sont fixées par une solution
de bleu de méthyléne a 1 % (w/v) dans du tampon borate 100 mM, pH 8,2, puis lysées par 100
uL de HC1 0,1N. L’intensité de la coloration libérée par la lyse des cellules est mesurée a 595 nm
a I’aide d’un lecteur de microplaque puis reliée au nombre de cellules se référant a une courbe

étalon exprimant le nombre de cellules en fonction de I’absorbance (Allain et al., 2002).

I. Analyse de l'expression de géne rapporteur

Des vecteurs adénoviraux codant pour la luciférase placée sous le controle du promoteur
du géne du TNF-a (Advp5’) aditionné ou non avec la région 3’UTR du geéne du TNF-a
(Advp5°3’) ont été généreusement donnés par B. Fowell (Kennedy Institue of Rheumatology,
London, UK). L’infection est réalisée a la m.o.i. (multiplicity of infection) de 40 :1 pendant 4 h
dans du milieu RPMI additionné de 2,5 % de SVF décomplémenté. Les cellules sont ensuites
lavées, remises en culture durant 4 h puis pré-incubées en présence de 50 nM de CyPB durant 16
h avant d’€tre stimulées par 10 ng/mL de LPS. Apres stimulation, 1’activité de la luciférase est
mesurée a 1’aide du kit Luciferase Assay System (Promega) et du lecteur de plaque Tristar LB
941 (Berthold Technologies). L’activité de la luciférase est normalisée par quantification des

protéines a 1’aide du kit micro BCA (Pierce Biotechnology).
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Cyclophilin B (CyPB) induces migration and adhesion of T
lymphocytes via a mechanism that requires interaction with
3-O-sulfated heparan sulfate (HS). HS biosynthesis is a complex
process with many sulfotransferases involved. N-Deacetylases/
N-sulfotransferases are responsible for N-sulfation, which is
essential for subsequent modification steps, whereas 3-O-sulfo-
transferases (3-OSTs) catalyze the least abundant modification.
These enzymes are represented by several isoforms, which differ
in term of distribution pattern, suggesting their involvement in
making tissue-specific HS. To elucidate how the specificity of
CyPB binding is determined, we explored the relationships
between the expression of these sulfotransferases and the gen-
eration of HS motifs with CyPB-binding properties. We demon-
strated that high N-sulfate density and the presence of 2-O- and
3-O-sulfates determine binding of CyPB, as evidenced by com-
petitive experiments with heparin derivatives, soluble HS, and
anti-HS antibodies. We then showed that target cells, i.e. CD4*
lymphocyte subsets, monocytes/macrophages, and related cell
lines, specifically expressed high levels of NDST2 and 3-OST3
isoforms. Silencing the expression of NDST1, NDST2, 2-OST,
and 3-OST3 by RNA interference efficiently decreased binding
and activity of CyPB, thus confirming their involvement in the
biosynthesis of binding sequences for CyPB. Moreover, we dem-
onstrated that NDST1 was able to partially sulfate exogenous
substrate in the absence of NDST2 but not vice versa, suggesting
that both isoenzymes do not have redundant activities but do
have rather complementary activities in making N-sulfated
sequences with CyPB-binding properties. Altogether, these
results suggest a regulatory mechanism in which cell type-spe-
cific expression of certain HS sulfotransferases determines the
specific binding of CyPB to target cells.

Initially identified as cyclosporin A-binding proteins, cyclo-
philins are peptidyl-prolyl cis-trans isomerases involved in var-
ious biological processes, including protein folding, mitochon-

drial functions, apoptosis, and regulation of trafficking and
signaling (1, 2). Besides the repertoire of intracellular functions
in which they have been implicated, secreted cyclophilins A and
B (CyPB)* were reported to be mediators of inflammation and
innate immunity. They trigger chemotaxis of neutrophils, T
lymphocytes, and monocytes/macrophages by way of interac-
tions with CD147 and cell surface heparan sulfate (HS) (3-7).
CyPB also induces integrin-mediated adhesion of CD4™ T lym-
phocytes and monocytes/macrophages to fibronectin, by a
mechanism that requires interaction with the HS moieties of
syndecan-1 and association of CD147 with CD98, the latter
being an activator of B1 integrins (4, 8, 9).

HS consists of alternating N-acetyl/N-sulfate glucosamine
(GIcNAc/GIcNS) and GlcUA/IdoUA residues clustered in a
series of domains of relatively high IdoUA content and sulfate
density (NS domains), bound by short transition zones with
intermediate sulfation patterns and separated by N-acetylated
domains (NA domains). HS is involved in a plethora of biolog-
ical processes, which relies on its ability to selectively interact
with various proteins. Heparin, which is modified predomi-
nantly to IdoUA2S-GIcNS6S disaccharides, has been widely
used as a structural surrogate of the NS domains of HS. In
particular, characterization of heparin oligosaccharides with
high affinity to distinct proteins has led to the identification of
specialized HS sequences with precisely located N- and O-sul-
fate groups (10, 11).

The structural distinctions in HS motifs are derived from
enzymatic modifications of the nascent polymer composed of
alternating GlcUA and GlcNAc units. The non-sulfated precur-
sor is first subject to partial N-deacetylation/N-sulfation of
GIcNAc residues, which leads to the occurrence of consecu-
tively N-sulfated regions, regions that escape modifications and
remain N-acetylated, and regions of alternating N-acetylated
and N-sulfated disaccharide units. Sometimes, the N-deacety-
lation/N-sulfation reaction is incomplete and gives rise to
GlcNH,. The further modifications include C;-epimerization
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of some GIcUA into IdoUA, 2-O-sulfation of IdoUA, and 6-O-
sulfation of GIcN units. Rarely, O-sulfation also occurs at posi-
tion 3 of GIcNS and GlcNH, units. These modifications involve
HS biosynthetic enzymes, including N-deacetylases/N-sulfo-
transferases (NDSTs), Cs-epimerase, and 2-0O, 3-O, and 6-O-
sulfotransferases (2-OST, 3-OSTs, and 6-OSTs) (11-13). In the
general scheme of HS biosynthesis, GIcNAc N-deacetylation
and N-sulfation by NDSTs create the prerequisite substrate
needed for the next enzymatic modifications. Four NDSTs have
been cloned and characterized, NDST1 and NDST2 being
widely expressed in all the tissues analyzed (14, 15). Although
both isoenzymes exhibit similar activity in vitro, accumulating
data have suggested that they are probably not biologically
redundant. Lack of NDST1 affects HS structure in all tissues
tested, with a dramatic reduction in N- and O-sulfation of the
polysaccharide. In contrast, mice lacking NDST2 develop and
reproduce normally. No significant alteration in tissue HS
structure was found, except in mast cells where heparin biosyn-
thesis is severely disturbed. These studies suggest that NDST1
is required for initiation of N-sulfation of the nascent pre-
cursor, whereas NDST2 may fill in or extend the sections of
N-sulfated residues in heparin and highly sulfated HS species
(16-19). 3-OSTs catalyze the least abundant modification in
HS. Seven 3-OST isoforms have been recognized in humans,
with 3-OST1, 3-OST3 (3A and 3B), and 3-OST5 being the
most widely expressed in various tissues and cell types.
Interestingly, these isoenzymes exhibit fine differences in
substrate specificity, suggesting their involvement in making
tissue-specific HS with different biological functions.
Although 3-OST1 is known to exclusively generate an HS-
binding site for antithrombin III, 3-OST3 isoforms transfer
sulfate groups to the 3-OH position of GIcNH, and/or GIcNS
adjacent to the IdoUA2S residue, thus providing an entry
receptor for herpesvirus type L. In contrast, 3-OST5 exhibits
broad substrate specificity and generates products with
affinity to herpesvirus type I and antithrombin III (20-25).
Our preliminary works have illustrated the importance of
a 3-O-sulfated N-unsubstituted GlcN (GlcNH,3S) residue in
high affinity CyPB binding to heparin and cell surface HS
expressed on peripheral blood CD4™ T lymphocytes and Jurkat
T cells (26). In addition to the requirement of this structural
modification, we also found that interaction of CyPB with
HS/heparin was likely to be dependent on the density of N-sul-
fates. Moreover, the protein displayed comparable high affini-
ties for both heparin and membrane-associated HS on T cells,
indicating that the preferred binding site of CyPB on responsive
cells is probably located in a highly N-sulfated sequence (6, 26,
27). Several lines of evidence indicate that the sulfation pattern
of HS may be determined by cell type-specific expression of
certain isoforms of HS sulfotransferases and by their relative
expression as a response to different cellular conditions. In this
study, we explored the relationships between the expression of
HS sulfotransferases and their ability to generate HS motifs
with CyPB-binding and -activating properties. Following the
demonstration that N-, 2-O-, and 3-O-sulfations of HS se-
quences were critically important to support the efficient bind-
ing of CyPB, we showed that activated/memory CD4* T lym-
phocytes, monocytes/macrophages, Jurkat and THP-1 cells,
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which are target cells of CyPB, specifically expressed high levels
of mRNA encoding NDST2 and 3-OST3 isoforms. To know
whether the binding of CyPB may be regulated at the biosyn-
thetic stage of HS modifications, we used RNA interference to
specifically down-regulate the expression of HS sulfotrans-
ferases. The ability of cell surface HS to bind to CyPB was dra-
matically reduced by silencing the expression of NDST1,
NDST?2,2-OST, and 3-OST3. Moreover, we found that NDST1
and NDST2 have no redundant activities but rather have com-
plementary activities in making N-sulfated HS motifs with
CyPB-binding properties. Altogether, these results suggest a
regulatory mechanism in which the expression of some HS sul-
fotransferases determines the specificity of binding of CyPB to
target cells.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—Recombinant human CyPB and human milk
lactoferrin were produced and purified as described previously
(28, 29). Porcine mucosal heparin, bovine kidney HS, hepa-
rinases I (EC 4.2.2.7), II (no EC number assigned), and III (EC
4.2.2.8), and DNase I (EC 3.1.21.1) were purchased from Sigma.
Porcine intestine mucosal HS was obtained from Celsius Labo-
ratories (Cincinnati, OH). Rabbit antibodies to ERK1/2, which
recognize p44/p42 MAPK regardless of their phosphorylation
status, and mouse antibodies to phosphorylated forms of p44/
p42 MAPK were purchased from Sigma and Santa Cruz Bio-
technology (Santa Cruz, CA), respectively. Horseradish perox-
idase-conjugated anti-IgG antibodies were from Amersham
Biosciences. The expression level of cell surface glycosamino-
glycans was analyzed by using phage display-derived vesicular
stomatitis virus (VSV)-tagged single-chain antibodies, which
have been described previously for their ability to specifically
recognize different glycosaminoglycan epitopes. The antibod-
ies were as follows: MPB49 (irrelevant) and AO4B08, HS4C3,
HS4E4, RB4Eal2 (specific for HS epitopes), and IO3H10 (spe-
cific for chondroitin sulfate) (30-35). The characteristics of
these antibodies are presented in supplemental Table S1.
Mouse anti-VSV antibody (P5D4) and fluorescein-conjugated
anti-mouse IgG were from Sigma. Reagents for electrophoresis
and cell culture were from Bio-Rad and Lonza BioWhittaker
(Basel, Switzerland), respectively. All other chemicals, except
where otherwise mentioned, were purchased from Sigma.

Cells—Human lymphoblastic Jurkat T cells (clone E6-1,
ATCC TIB-152, Manassas, VA) and promonocytic leukemia
THP-1 cells (88081201, ECACC, Porton Down, Salisbury, UK)
were routinely cultured in RPMI 1640 medium supplemented
with 10% (v/v) fetal calf serum, 2 mMm L-glutamine, 10 mm gen-
tamycin. To induce responsiveness to CyPB, THP-1 cells were
differentiated for 72 h with 50 nm 1,25-dihydroxyvitamin D,
as described previously (9). Human epithelium-like cervical
tumor cell line HeLa (ATCC CCL-2) and breast tumor cell lines
MCE7 (ATCC HTB-22), MDA-MB-231 (ATCC HTB-26), and
T-47D (ATCC HTB-133) were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, containing 10% (v/v) fetal calf serum, 2 mm
L-glutamine, and 1% (w/v) penicillin/streptomycin. Cell lines
were cultured at 37 °C in a humidified atmosphere with 5%
CO,. Human citrated venous blood samples were obtained
from the local blood transfusion center (Etablissement de
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Transfusion Sanguine, Lille, France). Isolation of peripheral
blood T lymphocytes and monocytes was conducted by selec-
tion with magnetic beads coupled to appropriate antibodies,
according to the instructions of the manufacturer (BD Bio-
sciences). Stimulation of T lymphocytes was obtained by incu-
bating CD4"CD45RA™ T cells in the presence of precoated
anti-CD3 antibody (5 png/ml) (Immunotech, Marseille, France)
in complete RPMI 1640 medium for 16 h. Monocytes were acti-
vated with lipopolysaccharide (10 ng/ml) (Sigma) for 16 h in
complete RPMI 1640 medium. Macrophages were obtained by
incubating freshly isolated monocytes (10° cells/ml) in com-
plete RPMI 1640 medium supplemented with 10 ng/ml macro-
phage colony-stimulating factor (AbCys, Paris, France) for 5
days. The purity of cell populations was assessed by flow cyto-
fluorimetry and found to be >95%.

Preparation of HS and Heparin Derivatives—Partially N-de-
sulfated heparin was produced as described previously (36).
Briefly, pyridinium salt of heparin was treated with dimethyl
sulfoxide/water (95:5, v/v) at 20 °C for 60 min. The sample was
then dialyzed extensively and freeze-dried. Fully N-desulfated
heparin was a gift of M. Lyon (Department of Medical Oncol-
ogy, University of Manchester, Christie Hospital, Manchester,
UK). The degrees of N-desulfation were calculated from the
increase in N-acetylated disaccharides obtained after N-reacetyla-
tion and digestion with heparinases (36). Disaccharide analysis
revealed 25 and 92% reduction in N-sulfation for partially and
fully N-desulfated heparins, respectively, with no significant
loss of 2-O and 6-O-sulfates. Information regarding the density
of GIcNS residues was obtained by deamination of HS or oligo-
saccharides with nitrous acid at pH 1.5 (37). Freshly prepared
HNO, reagent was added to the dry oligosaccharide sample and
incubated for 15 min at room temperature. Reaction was
stopped by the addition of saturated Na,CO; solution. The
supernatant was immediately desalted on a Sephadex G-10 col-
umn (Amersham Biosciences) and dried under vacuum.

Fluorescent derivatization of oligosaccharides was per-
formed by reductive amination as described previously (27).
Briefly, dried samples (5-50 nmol) were dissolved in 5 ul of
acetic acid/water (3:17, v/v) containing 0.2 M of 8-aminonaph-
thalene-1,3,6-trisulfonic acid (ANTS) (Molecular Probes, Lei-
den, Netherlands) and 5 ul of dimethyl sulfoxide containing 1 m
sodium cyanoborohydride (Fluka, Buchs, Switzerland). The
mixture was incubated at 37 °C for 16 h, desalted on a 10 ml-
Sephadex G-15 column, and thereafter dried under vacuum.

Real Time PCR—Total RNA was isolated from 3 X 10° cells
using a NucleoSpin RNA II kit, according to the instructions of
the manufacturer (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Reverse
transcription was performed from 2 ug of total RNA with an
oligo(dT) primer and Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase (Promega, Madison, WI). PCR amplifications
were performed using a Mx4000 Multiplex Quantitative PCR
system (Stratagene, La Jolla, CA). Synthetic primers for
NDST1, NDST2, 2-OST, 3-OST1, 3-OST3, and 3-OST5 were
designed by using Primer Premier 5.0 (Biosoft International,
Palo Alto, CA), according to the published cDNA sequences.
The primer set for 3-OST3 detects the same sequence in both
isoenzymes 3-OST3A and 3-OST3B, which have the identical
catalytic domain. The transcript of hypoxanthine-guanine
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phosphoribosyltransferase was used as a control to normalize
the expression of our genes of interest. The primer sets are
presented in supplemental Table S2. The sequence of each
amplified product was confirmed by sequencing (Genoscreen,
Lille, France). Each reaction consisted of 25 ul containing 2 ul
of diluted cDNA sample (1:5), 12.5 ul of Brilliant SYBR Green
quantitative PCR master mix (two times) (Stratagene), 1 ul of
forward primer (7.5 uM for 2-OST and 3-OST3; 15 um for
NDST1, NDST2, and 3-OST5; and 22.5 uMm for 3-OST1 and
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase), 1 ul of re-
verse primer (7.5 um for 2-OST; 15 um for NDST1, NDST2,
3-OST1, 3-OST5, and hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-
transferase; and 22.5 uM for 3-OST3) (Eurogentec, Seraing, Bel-
gium), and 8.5 ul of water. Each PCR also included a reverse
transcription negative control and a non-template negative
control to check for the absence of genomic DNA and primer
dimers, respectively. The conditions of PCR were as follows: 1
cycle of denaturation at 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles
of 30 s at 95°C, 1 min at specific temperature of annealing
(60°C for NDST1, NDST2, 2-OST, and 3-OST5; 67 °C for
3-OST1; 68 °C for 3-OST3; and 51 °C for hypoxanthine-gua-
nine phosphoribosyltransferase) and 30 s at 72 °C. The fluores-
cence data were measured at the end of each cycle. A melting
curve (55-95°C at 1°C interval) was constructed for each
primer pair to check for the presence of one gene-specific peak.
The amplification efficiency of each primer pair was performed
on serial dilutions of cDNA. Triplicate PCRs were prepared for
each sample. The point at which the PCR product is first
detected above a fixed threshold, termed cycle threshold (Ct),
was determined for each sample, and the average Ct of triplicate
samples was used for further analysis. The relative quantifica-
tion of transcripts was calculated as described previously (38).
RNA Interference—Synthetic small interfering RNA (siRNA)
duplexes with symmetric 3’-deoxythymidine overhangs (Euro-
gentec) were used to carry out RNA interference. A set of three
distinct synthetic siRNA duplexes for the same target se-
quences was designed and tested for their efficiency to down-
regulate the expression of mRNA encoding NDST1, NDST2,
2-OST, and 3-OST3. siRNAs giving at least 75% of gene inhibi-
tion were retained for next experiments (supplemental Table
S3). The oligonucleotide sequences were subjected to a BLAST
search analysis, and no significant identity to other sequences
could be detected. A synthetic siRNA duplex (siGFP) targeting
green fluorescent protein mRNA was used as an irrelevant con-
trol. Negative control siRNAs, in which two nucleotides have
been changed from the target sequence, were used to demon-
strate the specificity of silencing. Jurkat T cells were transiently
transfected using the nucleofection technology according to
Amaxa Biosystems protocol (Amaxa, Cologne, Germany).
Briefly, cells were resuspended in 100 ul of Cell Line Nucleo-
fector Solution V, and the cell suspension were nucleofected
with 4 ug of siRNA using the program V-001. After nucleofec-
tion, cells were transferred into prewarmed complete mainte-
nance medium and were cultured as described before. To mon-
itor the transfection efficiency, a fluorescein-tagged siRNA
duplex was transfected in parallel, and the transfection rate was
evaluated by flow cytofluorimetry and found to be >85%. We
also used rescuing reagents to demonstrate the specificity of the

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 1703

2102 ‘Sz aunr uo “sanb Aq 610 ogl:mmm woly papeojumoq


http://www.jbc.org/cgi/content/full/M109.018184/DC1
http://www.jbc.org/cgi/content/full/M109.018184/DC1
http://www.jbc.org/cgi/content/full/M109.018184/DC1
http://www.jbc.org/

Synthesis of HS with CyPB-binding Properties

siRNA-mediated silencing of each target sequence. For expres-
sion of sequences refractory to siNDST1 and siNDST2, we
decided to use plasmids expressing mRNA of mouse NDST1
(pBud-NDST1) and NDST2 (pcDNA-NDST?2). These plasmids
have been provided by L. Kjellén (Uppsala University) and are
presented in Ref. 39. Transient cell transfection with these plas-
mids allowed the expression of enzymes for which the catalytic
activity is closely related to the one of human NDST1 and
NDST?2. However, the mRNA sequences encoding mouse en-
zymes were distinct enough from human target sequences to
make the expression plasmids refractory to silencing. Primers
for verification of mouse NDST1 and NDST?2 expression have
been designed in Ref. 39 and were used here to check for the
expression of mRNA encoding both enzymes in transfected
Jurkat T cells. To make 2-OST and 3-OST3 resistant to related
siRNA, we used pcDNA-2-OST and pcDNA-3-OST3B plas-
mids as templates for site-directed mutagenesis, according
to the QuickChange XL site-directed mutagenesis protocol
(Stratagene). Both plasmids have been produced at home from
human full-length cDNA, according to Refs. 21 and 40.
pcDNA-20STREF and pcDNA-30ST3BR " were generated by
introducing six silent mutations without changing the amino
acid sequences of human 2-OST and 3-OST3B, respectively.
The sense primers for the mutagenesis were as follows: 5'-G
TCA TTG CAA GAT CAG GTG CGG TTC GTT AAA AAC
ATT ACT TCC TGG AAA GAG ATG-3" and 5'-G GGC CTC
AAG AGG ATC ATC ACC GAT AAACAT TTT TAT TTC
AAC AAG ACC AAG GGC-3/, for 2-OST and 3-OST3B,
respectively (letters in boldface are silently mutated nucleotides
and underlined are the target sequences of siRNA). Point muta-
tions were checked by full DNA sequencing. For rescue exper-
iments, cells were first treated with siRNA as described above
and cultured for 24 h. Thereafter, cells were transfected with 5
pg of plasmids expressing sequences refractory to siRNA. To
avoid dramatic change in HS maturation or toxic side effect
related to a decrease in the availability of sulfate donor, cells
were used 24 h post-transfection to limit the expression of
exogenous sulfotransferases. As expected, mortality was not
increased in cells transfected with refractory plasmids by com-
parison with mock-transfected cells. Moreover, binding of
anti-HS antibodies was increased by less than 20% in cells trans-
fected with refractory plasmids, thus indicating that a 24-h
treatment had only a moderate effect on the overall HS
modifications.

Carbohydrate Electrophoresis and Mobility Shift Assay—
ANTS-labeled dodecasaccharides (0.6 nmol) and CyPB (0.1
nmol) were mixed in 20 ul of electrophoresis binding buffer,
containing 20 mMm Tris-HCI, pH 7.9,400 mm NaCl, 1 mm EDTA,
1 mm dithiothreitol, and incubated in the absence or presence
of heparin derivatives or soluble HS (20 ug) for 30 min at room
temperature. Following addition of 5 ul of 60% (v/v) glycerol,
the samples were subjected to electrophoresis in a 10% (w/v)
native polyacrylamide gel. Electrophoresis was carried at 100 V
for 1-2 hat4 °C in a Mini-PROTEAN 3 system (Bio-Rad). The
electrophoretic buffer used was 40 mm Tris/acetic acid, 1 mm
EDTA, pH 7.8. A mixture of bromphenol blue and phenol red
was used as electrophoresis markers. At the end of the electro-
phoresis, images were acquired with the Gel Doc 2000 system
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from Bio-Rad, equipped with a 365-nm UV transilluminator.
Analysis was performed with supplied software Quantity One.

In Vitro N-Sulfation Assays—Jurkat T cells (25 X 10°/ml)
were lysed in solubilization buffer containing 50 mm MES, 10
mMm MnCl,, 10 mm MgCl,, 5 mm CaCl,, 1% Triton X-100 (v/v),
pH 7.0, supplemented with protease inhibitor mixture (Roche
Applied Science) and DNase I for 16 h at 4 °C. Following cen-
trifugation at 10,000 X g for 15 min, anionic molecules were
removed by chromatography on DEAE-Sepharose, and the
effluent was used as the source of endogenous enzymes. Desul-
fated heparin has been commonly used as a sulfate acceptor to
quantify N-sulfotransferase activity in vitro (41). We therefore
applied a similar experimental procedure, with the following
modifications. Heparin-derived oligosaccharides (dp14) were
fully O- and N-desulfated by treatment with 10% (v/v) methanol
in dimethyl sulfoxide at 100 °C for 2 h and thereafter N-reacety-
lated as described previously (36). Thereafter, oligosaccharides
were labeled at the reducing end with ANTS and used as sulfate
acceptor. The sulfation reaction was performed by incubating
cell lysate (100 g of solubilized proteins) with 5 ug of acceptor
and 10 uM of 3’-phosphoadenosyl-5’-phosphosulfate in a total
volume of 50 ul of solubilization buffer, for 3 h at 37 °C. The
reaction was stopped by the addition of 200 ul of a solution of
10% (v/v) trichloroacetic acid containing 1 m NaCl. After cen-
trifugation and passage through a Sephadex G-15 column
equilibrated with 50 mm Tris-HCI, pH 7.5, 0.15 M NaCl, the
fractions containing oligosaccharides was loaded on a 1-ml
DEAE-Sepharose column. After washing with the same buffer
containing 0.4 M NaCl, N-sulfated oligosaccharides were eluted
in the presence of 1.5 m NaCl, desalted, dried under vacuum,
and subjected to a deaminative cleavage with HNO, at pH 1.5.
The cleavage products were fractionated on Bio-Gel P-6 (Bio-
Rad) column equilibrated in 0.1 M NH,HCO, (20 X 0.8 cm).
Fractions of 500 ul were collected and analyzed for fluores-
cence by using a TriStar LB 941 multimode microplate reader
(Berthold, Bad Wildbad, Germany).

Flow Cytofluorimetry Analysis—The expression level of cell
surface glycosaminoglycans was determined by incubating cells
(5 X 10 cells per sample) with VSV-tagged single-chain anti-
bodies in Dulbecco’s phosphate-buffered saline containing
0.5% BSA (w/v) (DPBS/BSA) for 1 h at 4 °C. After washing,
mouse anti-VSV antibody (1:1000) was added for another 1-h
incubation, and cells were stained with fluorescein-conjugated
anti-mouse IgG (1:64). The following dilutions were retained:
HS4E4, 1:50; HS4C3, 1:150; AO4B08, 1:100; RB4Eal2, 1:100.
Nonspecific binding was determined individually by using the
isotype control antibody MPB49 at the same dilution. Increas-
ing the amount of antibodies did not modify the variations in
fluorescence mean values, thus validating the experimental
procedure. Moreover, pretreatment of cells with DPBS con-
taining 1 M NaCl did not modify the binding of antibodies, rul-
ing out the possibility that HS epitopes could be masked by
extracellular ligands. The expression of cell markers on periph-
eral blood T lymphocytes and monocytes was determined by
incubating cells in DPBS/BSA with the appropriate monoclonal
anti-marker antibodies or the respective isotype-matched con-
trol IgG (all from BD Biosciences). After washing, cells were
labeled with fluorescein-conjugated anti-mouse IgG. In all
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experiments, cells were washed twice and immediately used
for analysis. Data were monitored on a flow cytofluorimeter
(FACSCalibur, BD Biosciences) and analyzed with CellQuest
software (Mountain View, CA). Results are expressed as varia-
tions of fluorescence mean values (AFMV %).

Cell Binding Assays—Interaction between immobilized
ligands (CyPB or lactoferrin) and cell surface HS was deter-
mined in 96-well microtiter plates (Nunc-Polylabo, Strasbourg,
France), as described in Ref. 42. Briefly, cells in DPBS/BSA (at
the concentrations of 8 X 10° per ml for T cells, monocyte/mac-
rophages, Jurkat and THP-1 cells, and 5 X 10° per ml for epi-
thelia cells) were allowed to adhere to immobilized ligand (1 ug
of CyPB or 4 ug of lactoferrin per well, respectively) for 45 min
at 20 °C. After washing with phosphate-buffered saline, adher-
ent cells were fixed with 3% (w/v) formaldehyde, pH 7.8, stained
with 1% (w/v) methylene blue in 100 mm borate buffer, pH 8.2,
and lysed with 0.1 M HCI. The absorbance, which is propor-
tional to the number of adhered cells, was measured at 590 nm
with a microplate Bio-Rad reader model 550. Cell adhesion was
estimated by using standard curves in which absorbance was
related to cell numbers. In control experiments, cells were
either pretreated for 1 h at 37 °C with heparinases (0.2 unit/10°
cells), prior adhesion assays, or incubated in the presence of
soluble ligands (100 pg/ml of CyPB or 400 ug/ml of lactoferrin)
to determine nonspecific binding. For competitive binding
assays, cells were allowed to adhere to immobilized ligands in
the presence of increasing concentrations of heparin deriva-
tives, soluble HS, or anti-HS antibodies. Statistical significance
was determined using the Student’s £ test, and p values < 0.05
were considered as significant.

Analysis of p44/p42 MAPK Activation—Activation of p44/
p42 MAPK was analyzed essentially as described in Ref. 26.
Jurkat T cells were cultured overnight in the presence of 1%
(v/v) fetal calf serum and stimulated with 50 nm CyPB or 250 nm
lactoferrin at 37 °C. At various times, cells (10° per sample)
were washed in cold phosphate-buffered saline and lysed for 3 h
at4 °Cin 75 pl of lysis buffer (20 mm phosphate, pH 7.4, 350 mm
NaCl, 10 mm KCI, 1 mm EDTA, 1% (v/v) Triton X-100, 20%
(v/v) glycerol) supplemented with 1 mm sodium orthovanadate,
10 mm sodium fluoride, and protease inhibitor mixture. The
lysates were clarified by centrifugation and used for immuno-
blotting. Proteins were separated on 10% (w/v) SDS-PAGE and
transferred onto nitrocellulose membrane (Schleicher &
Schill). The blots were blocked for 1 h at room temperature in
20 mm Tris-HCI, pH 7.6, 150 mm NaCl, 0.1% (v/v) Tween 20, 3%
(w/v) BSA. Membrane was probed for 2 h with primary anti-
bodies in Tris buffer supplemented with 1% (w/v) BSA. After
washing, immunoreactive proteins were visualized with horse-
radish peroxidase-conjugated secondary antibodies by using a
chemiluminescence detection kit (Amersham Biosciences).

RESULTS

CyPB Binding to HS/Heparin Is Dependent on N-Sulfate
Density—W e recently used electrophoretic mobility shift assay
with fluorescent oligosaccharides to demonstrate that an
octasaccharide is the minimal length unit required for efficient
binding of CyPB to heparin and cell surface HS (27). In a first set
of experiments, we used the same approach to investigate the
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FIGURE 1. Competition of CyPB binding to heparin-derived oligosaccha-
rides and cell surface HS. A, ANTS-labeled dp12 (0.6 nmol) and CyPB (0.1
nmol) were mixed in the absence (control) or presence of heparin derivatives
or soluble HS (20 wg). After a 30-min incubation, samples were subjected to
electrophoretic mobility shift assay. Lane 1, control; lane 2, fully N-desulfated
heparin; lane 3, partially N-desulfated heparin; lane 4, porcine mucosal HS;
lane 5, bovine kidney HS; lane 6, unmodified heparin. At the end of the elec-
trophoresis, the profile of migration of ANTS-labeled dp12 was imaged after
exposure to UV transilluminator for 0.60 s. Representative gel of three sepa-
rate experiments is shown. B, inhibition of the interaction of CyPB with cell
surface HS was analyzed by measuring the binding of Jurkat T cells to immo-
bilized CyPB (1 ng/well) in the absence (control) or presence of increasing
concentrations of heparin derivatives or soluble HS as follows: unmodified
heparin (@), partially N-desulfated heparin (l), fully N-desulfated heparin (4),
bovine kidney HS (O), and porcine mucosal HS ((J). Cell binding was related to
the number of initially added cells (0.8 X 10° per well) remaining fixed to the
adhesive substrate. Maximal binding in the absence of competitor was 0.52 =
0.06 X 10° cells per well. Results are expressed as percentages of this maximal
value. Points are means = S.D. of triplicates from at least three separate
experiments.

importance of N-sulfate density in CyPB binding. To this end,
we analyzed the capability of chemically N-desulfated heparin
derivatives and soluble HS to compete for the binding of CyPB
to a heparin-derived dp12 (Fig. 14). As reported previously,
interaction of CyPB with fluorescent oligosaccharides led to
formation of a complex that did not migrate and therefore
could be visualized at the top of the gel. As expected, a 10-fold
excess (w/w) of unmodified heparin was efficient to get a com-
plete inhibition of CyPB binding to ANTS-labeled dp12. In con-
trast, fully N-desulfated heparin was not able to dissociate the
complex between CyPB and ANTS-labeled dp12, showing that
N-desulfated heparin did not inhibit the interactions between
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CyPB and fluorescent oligosaccharides (less than 10% of inhi-
bition). The formation of an apparent stable complex could be
visualized in the presence of partially N-desulfated heparin.
The relative intensity of the complex was reduced by ~35%,
indicating that partial removal of N-sulfate groups was suffi-
cient to dramatically alter the ability of heparin to inhibit the
interactions between CyPB and fluorescent oligosaccharides.
The intensity of the complexes was reduced by almost 70 and
55% in the presence of HS from bovine kidney and porcine
mucosae, respectively. This indicated that soluble HS were able
to inhibit the interaction between CyPB and fluorescent oligo-
saccharides, although to a lesser extent than unmodified hepa-
rin. However, they were more efficient competitors than par-
tially N-desulfated heparin. In our hands, partial N-desulfation
of heparin resulted in a loss of 25% N-sulfate density (71.9%
versus 95.2% for unmodified heparin). Moreover, treatment
with HNO, at pH 4 generated fragments of homogeneous size,
demonstrating that partial chemical N-desulfation was random
(data not shown). In contrast, the overall N-sulfate densities of
bovine kidney and porcine mucosal HS, in which GIcNS are
clustered in NS domains, are 48.3 and 42.2%, respectively. This
indicates that CyPB binding is dependent on N-sulfate density
but also on the structural arrangement of GIcNS in HS
sequences.

To validate these results, we compared the ability of chemi-
cally N-modified heparins and soluble HS to inhibit the binding
of CyPB to Jurkat T cells (Fig. 1B). Unmodified heparin was
used as a control to ensure that soluble heparin was effective to
give a complete inhibition of CyPB binding to cell surface. The
50% inhibitory concentration (IC,,) of unmodified heparin was
approximately 0.5 pug/ml, although the IC,, of partially N-des-
ulfated heparin was 100 times higher. Completely N-desulfated
heparin was devoid of any inhibitory properties. As expected,
we found that bovine kidney and porcine mucosal HS were
also poor competitors, with IC,, around 10 and 100 pg/ml,
respectively.

CyPB Binding to Cell Surface HS Is Dependent on the Inter-
action with Specific N-Sulfated Motifs—In previous studies, we
analyzed the interactions between CyPB and cell surface HS by
using a method in which T lymphocytes were allowed to adhere
to immobilized ligand (26, 42). We therefore used the same
approach to compare the binding of CyPB to various subsets of
T lymphocytes and monocytes/macrophages. As shown in Fig.
2, no specific interaction could be observed between CyPB and
CD4"CD45RA™ T cells. In contrast, CD4"CD45RO™ T cells
and activated CD4 ™ T lymphocytes strongly interacted with the
immobilized ligand, thus indicating that CyPB binding is de-
pendent on the stage of activation and/or maturation of CD4™"
T cells. Freshly isolated monocytes and monocyte-derived
macrophages also specifically interacted with immobilized
CyPB, although to alesser extent than T lymphocytes did. How-
ever, the binding was significantly increased following lipopo-
lysaccharide stimulation of monocytes, indicating that the
expression of binding sites for CyPB could be modulated by
inflammatory stimuli. We then demonstrated that treatment
with heparinases strongly reduced the binding of activated/
memory CD4™ T cells and monocytes/macrophages to immo-
bilized CyPB, thus confirming the involvement of cell surface
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FIGURE 2. CyPB binding to primary T lymphocytes subsets, monocytes/
macrophages, and cell lines. To analyze the interaction between CyPB and
cell surface HS, cells were allowed to adhere to immobilized ligand (1 g per
well) for 45 min at 20 °C. After washing, adherent cells were fixed with 3%
(w/v) formaldehyde, stained with 1% (w/v) methylene blue, and lysed with 0.1
MHCI. In control experiments, cells were either allowed to adhere to plasticin
the absence of CyPB (negative control), pretreated for 1 h at 37 °C with hepa-
rinases (0.2 units/10° cells) prior to adhesion assays, or incubated in the pres-
ence of 100 ug/ml soluble CyPB to determine nonspecific binding. Cell adhe-
sion was estimated by using standard curves in which absorbance was
related to cell numbers. Results are presented as percentages of initially
added cells (8 X 10° per mlfor T cell subsets, monocytes/macrophages, Jurkat
and THP-1 cells, and 5 X 10° per ml for epithelia cells lines), which remained
fixed to the adhesive substrate. Each bar of histograms represents mean *+
S.D. of three independent experiments. Statistical significance was deter-
mined using the Student’s t test, and p values <0.05 were considered as
significant.

HS in the interactions. We reproduced the experiments with
various cells lines. As already reported (9, 42), THP-1 and Jurkat
T cells specifically interacted with CyPB. Interaction was effi-
ciently reduced following heparinase treatment, thus confirm-
ing that both cell lines are appropriate cellular models to ana-
lyze the interaction between CyPB and cell surface HS.
Epithelia cell lines express high levels of membrane-associated
HS, which have been reported to support interactions with var-
ious extracellular ligands (43, 44). However, we found here that
HeLa, MCF7, T-47D, and MDA-MB-231 epithelia cells were
unable to specifically interact with immobilized CyPB. These
last results suggest that the expression of HS with specialized
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binding sequences is required to support the specific binding of
CyPB to target cells.

To gain insights into the structural features of HS expressed
at the surface of activated/memory CD4™* T cells and mono-
cytes/macrophages, flow cytometric analysis was performed
with antibodies recognizing specific sulfated HS epitopes. The
reactivity of anti-HS antibodies was first determined with Jur-
kat T cells (Fig. 34). HS4C3 and AO4B08, which react with
highly sulfated HS/heparin epitopes, efficiently stained the cell
surface, even though the epitope recognized by AO4B08
appeared less represented. RB4Eal2, which reacts with a less
sulfated epitope, was as efficient as HS4C3 to stain the cell sur-
face of Jurkat T cells, whereas HS4E4, which recognizes distinct
HS epitope with low O-sulfation, was the less reactive anti-HS
antibody. We reproduced the experiments with CD4" T
lymphocytes and monocytes/macrophages (Fig. 3B). CD4"
CD45RA™ T cells were not significantly immunostained with
anti-HS antibodies, indicating that HS was absent or barely
expressed on the cell surface of naive T cells. In contrast, a
significant staining could be observed on CD4"CD45RO™ and
activated CD4" T cells. Experiments were conducted with
peripheral blood T lymphocytes isolated from at least three
different healthy donors. Although some inter-individual vari-
ations in the fluorescence intensity have been observed, the
anti-HS antibody binding profiles were similar. These data
indicate that the expression level of HS on CD4* T lympho-
cytes was dependent on the stage of activation and/or matura-
tion. Fluorescence values were low compared with Jurkat T
cells, indicating that HS was less expressed at the surface of
primary T cells. However, the profiles of cell immunostaining
resembled each other, suggesting that activated/memory CD4 ™"
T lymphocytes and Jurkat T cells expressed cell surface HS with
similar structural features. The reactivity of antibodies with pri-
mary monocytes was low (HS4C3 and RB4Eal2) or not signifi-
cant (HS4E4 and AO4B08). Cell immunostaining with HS4C3,
RB4Eal2, and AO4B08 was increased after stimulation with
lipopolysaccharide, suggesting that monocyte activation in-
duced the expression of cell surface HS with specific epitopes.
Following monocyte differentiation into macrophages, a low
but significant staining was observed with anti-HS antibodies,
demonstrating that in vitro differentiation of monocytes did
not dramatically increase the level of expression of cell surface
HS. Finally, we found that anti-HS antibodies markedly reacted
with THP-1 cells. Although the values of fluorescence were
high compared with primary monocytes/macrophages, the
profiles of cell immunostaining resembled each other, indicat-
ing that these cell types express cell surface HS with similar
structural features.

Taking into account the reactivity of anti-HS antibodies
(supplemental Table S1), these results indicate that membrane-
associated HS on activated/memory CD4* T lymphocytes, Jur-
kat T cells, monocytes/macrophages, and THP-1 cells con-
tained highly sulfated sequences. We then analyzed the ability
of anti-HS antibodies to inhibit the binding of CyPB to both
THP-1and Jurkat cells (Fig. 4). By comparison with the irrele-
vant antibody, HS4E4 did not inhibit the interaction between
CyPB and responsive cells, indicating that the HS sequences
recognized by both the antibody and CyPB did not overlap. In
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FIGURE 3. Detection of cell surface HS on T lymphocytes and monocytes/
macrophages. Cells were immunostained with VSV-tagged antibodies to HS
epitopes or isotype control. After incubation with mouse anti-VSV and fluo-
rescein-conjugated anti-mouse antibodies, fluorescence was detected by
flow cytofluorimetry. A, reactivity of anti-HS antibodies with Jurkat T cells. The
black histogram represents staining with anti-HS antibodies, and the gray
histogram represents the negative control. Data are representative of three
separate experiments. B, detection of cell surface HS on CD4™ T lymphocyte
subsets, monocytes/macrophages, Jurkat T cells, and THP-1 cells. Data are
expressed as variation of fluorescence mean value (AFMV %) and correspond
to means * S.D. from at least three separate experiments obtained with
peripheral blood cells from different donors. *, significant difference com-
pared with isotype control (p < 0.05).
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FIGURE 4. Effect of anti-HS antibodies on the interaction of CyPB with cell
surface HS. Jurkat T cells (A) and THP-1 cells (B) were preincubated in the
presence of anti-HS antibodies or isotype control and allowed to adhere to
immobilized CyPB (1 ng/well). Cell binding was related to the number of
initially added cells (0.8 X 10° per well) remaining fixed to the adhesive sub-
strate. Heparinase-treated cells were used as a control to estimate the partic-
ipation of HS in the interaction. Maximal binding obtained in the absence of
antibody was estimated at 0.48 = 0.08 X 10°and 0.33 = 0.05 X 10° cells per
well for Jurkat and THP-1, respectively. Results are normalized to these con-
trol values, which were set at 100%. Each bar of the histograms represents the
mean * S.D. of triplicates from three separate experiments. *, significant dif-
ference compared with isotype control (p < 0.05).

contrast, HS4C3, RB4Eal2, and AO4B08 efficiently reduced
the interaction between CyPB and cell surface HS, confirming
that CyPB interacted with highly modified HS motifs. HS4C3
was described to react with HS epitopes containing 3-O-sul-
fated groups, thus confirming the involvement of this modifi-
cation on the interaction with CyPB. Surprisingly, AO4B08 was
more efficient than HS4C3 and RB4Eal2 to inhibit the interac-
tion, and also the epitope recognized by this antibody appeared
less represented. Given that this antibody recognizes highly sul-
fated epitopes containing internal 2-O-sulfated IdoUA residue,
these results indicate that HS sequences containing these struc-
tural modifications are also critically involved in the efficient
interaction with CyPB.

T Lymphocytes and Monocytes/Macrophages Specifically
Express High Levels of NDST2 and 3-OST3 Isoforms—In the
following experiments, we analyzed whether structural features
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of the high affinity CyPB-binding sites could be related to cell
type-specific expression of certain HS sulfotransferases. Al-
though 2-OST is represented by a single isoform, four NDST
and seven 3-OST have been cloned and characterized. Among
these isoenzymes, NDST1, NDST2, 3-OST1, 3-OST3 (3A and
3B), and 3-OST5 are widely expressed in various tissues,
whereas the expression of other isoforms is mainly restricted to
embryonic and/or brain tissues. We then decided to analyze the
respective levels of expression of mRNAs encoding NDST1,
NDST?2, 2-OST, 3-OST1, 3-OST3, and 3-OST5 by real time
reverse transcription-PCR. As shown in Fig. 5, NDST1 was
barely detected in naive T lymphocytes by comparison with
memory and activated CD4 ™ T cells, whereas no notable vari-
ation in the expression of NDST2 could be distinguished be-
tween T cell subsets. Conversely, the expression of NDST2 in
monocytes was modified following cell activation or maturation,
although the same treatment had no significant effect on the
level of mRNA encoding NDST1. These results suggest that the
expression of both isoenzymes could be regulated by distinct
mechanisms in lymphocyte and monocyte subsets. Neverthe-
less, a common feature of these cells is the relative expression of
mRNAs encoding both isoenzymes. Indeed, the level of tran-
scripts encoding NDST1 remained low in all the subsets of
CD4™" T lymphocytes and monocytes/macrophages by com-
parison with the high expression of NDST2. The level of
expression of NDST1 and NDST2 in Jurkat T cells and THP-1
cells was lower than in primary cells, which could be due, how-
ever, to the transformed phenotype of cell lines. Most impor-
tantly, the relative expression of both isoenzymes was quite
similar to those observed in CD4" T lymphocytes and mono-
cytes/macrophages. We then analyzed the expression of
mRNAs encoding these enzymes in HeLa, MCF7, T-47D, and
MDA-MB-231 cell lines (Fig. 5). In contrast to Jurkat and
THP-1, the transcript encoding NDST1 was the main NDST
mRNA expressed in epithelia cells, thus suggesting that high
expression of NDST2 relative to NDST1 may be a common
feature of cells from lymphoid and myeloid lineages.

CD4™" T lymphocytes and monocytes/macrophages express
mRNA encoding 2-OST. As above, some variations could be
observed between subsets of T cells and monocytes/macro-
phages, indicating that the expression of 2-OST was also mod-
ulated by cell activation and/or maturation. Moreover, the
expression of mRNA encoding 2-OST was low in Jurkat and
THP-1 cells by comparison with primary cells, thus supporting
the idea that the transformed phenotype of established cell
lines decreases the expression of HS biosynthetic enzymes. As
expected, epithelial cell lines also express mRNA encoding
2-OST. However, no notable difference could be observed with
Jurkat and THP-1 cells, as the levels of expression remained in
the same range of values. Finally, we quantified the levels of
expression of mRNAs encoding 3-OST1, 3-OST3 (including
3-OST3A and -3B), and 3-OST5. As expected, we found that
CD4™ T lymphocytes and monocytes/macrophages specifically
expressed high levels of 3-OST3. 3-OST1 was barely detected,
although no notable expression of 3-OST5 could be observed.
The profiles of expression of 3-OST isoforms were quite similar
in THP-1 and Jurkat, indicating that high expression of 3-OST3
relative to other 3-OST isoforms may also be a common feature
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FIGURE 5. Expression of mRNAs encoding HS sulfotransferases. Total RNA was extracted from primary
CD4™" T lymphocyte subsets, monocytes/macrophages, and various cell lines (Jurkat, THP-1, HelLa, MCF7,
T-47D, and MDA-MB-231). Following reverse transcription, variations in the levels of expression of NDST1,
NDST2, 2-OST, 3-0ST1, 3-OST3, and 3-OST5 transcripts were quantified by real time PCR, as described under
“Experimental Procedures.” Relative transcript abundance was normalized to endogenous control hypoxan-
thine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) mRNA. Data are means = S.D. from triplicates and are repre-

sentative of at least three experiments performed independently.

of cells from lymphoid and myeloid lineages. In support of this
idea, we found that the expressions of these isoenzymes were
quite different in epithelial cell lines. Indeed, 3-OST3 (and
other isoforms) were poorly expressed in HeLa and MDA-MB-
231 cells, whereas mRNAs encoding 3-OST3 and 3-OST5 were
both detected at a similar level in MCF7 and T-47D cells lines.
On the assumption that cell type-specific expression of HS sul-
fotransferases may regulate the structure of HS species, our
results raise the intriguing possibility that synthesis of HS with
CyPB-binding properties could be determined by the relative
expression of certain isoforms of some sulfotransferases.
Silencing the Expression of HS Sulfotransferases Efficiently
Alters the Pattern of Sulfation of Cell Surface HS—To gain evi-
dence regarding the relationships between the expression of
sulfotransferases in CyPB-responsive cells and structural fea-
tures in HS sequences, we developed a model based on RNA
interference in Jurkat T cells. We checked that treatment of
cells with either irrelevant siRNA (siGFP) or negative control
siRNAs, in which two nucleotides have been changed from the
target sequence, did not induce any decrease in the expression
of target mRNAs. The specific siRNAs were thereafter tested
for their ability to suppress mRNAs encoding each enzyme. Cell
treatment with siRNA targeting NDST1 (siNDST1) resulted in
a significant down-regulation of the corresponding mRNA.
Inhibition was found to reach 80% at day 1, and the inhibitory
effect was maintained for 3 days. A similar decrease in the
expression of mRNA encoding NDST2, 2-OST, and 3-OST3

JANUARY 15, 2010+VOLUME 285+-NUMBER 3

structural and functional properties
of HS would only be due to silencing
of target sequences encoding sulfo-
transferase isoforms.

We then analyzed whether
silencing the expression of sulfo-
transferases led to a consequent
decrease in HS sulfation (supplemental Fig. S2). By comparison
with cells transfected with irrelevant siRNA or negative control
siRNA, silencing the expression of NDSTs resulted in a dra-
matic loss of the reactivity of HS4C3, AO4B08, and RB4Eal2,
which all recognize N-sulfated epitopes. Moreover, specific
siRNAs did not reduce cell immunostaining with anti-proteogly-
can antibodies, confirming that the loss of reactivity of anti-HS
antibodies was due to a decrease in N-sulfation of HS moieties
rather than inhibition of cell surface expression of proteogly-
cans (data not shown). We also analyzed the binding of IO3H10
(1:150), which reacts with an epitope in chondroitin sulfate
(32), to check whether down-regulation of NDSTs did not
affect sulfation of other cell surface glycosaminoglycans. Sur-
prisingly, we found that silencing the expression of NDST1, and
to alesser extent of NDST2, increased the binding of IO3H10 to
Jurkat T cells. These findings suggest that the loss of HS sulfa-
tion had probably made available the amount of sulfate donor
to modify other membrane-associated glycosaminoglycans. To
further demonstrate the specificity of siRNA-mediated silenc-
ing of NDST isoforms, we performed rescue experiments with
plasmids expressing NDST sequences refractory to siRNA. As
expected, transfection with plasmid encoding either NDST1 or
NDST?2 partially restored the binding of anti-HS antibodies,
indicating that the loss of activity of endogenous NDST iso-
forms has been compensated by the expression of exogenous
NDST isoforms refractory to siRNA. Silencing the expression
of 2-OST and 3-OST3 had less effect on the reactivity of
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anti-HS antibodies. Cell immunostaining by HS4E4 and
RB4Eal2 was not significantly modified, confirming that 2-O-
and 3-O-sulfation are not required to support binding of these
antibodies. Although the binding of AO4B08 was reported to
require the presence of internal IdloUA2S residue, the reactivity
of this antibody was weakly altered by silencing the expression
of 2-OST. However, we found that the expression of mRNA
encoding 2-OST was reduced by ~90% in transfected cells.
Therefore, residual 2-O-sulfation of HS could be sufficient to
support the binding of AO4B08. Finally, silencing the expres-
sion of 2-OST and 3-OSTS3 significantly reduced the binding of
HS4C3. Among other HS modifications, the reactivity of this
antibody is dependent on 2-O and 3-O sulfation, thus indicating
that siRNAs had efficiently reduced the expression of target
sequences. To confirm these results, rescue experiments were
performed with plasmids expressing 2-OST and 3-OST3B
sequences refractory to siRNA. As above, transfection of cells
with refractory plasmids restored the binding of anti-HS anti-
bodies, confirming the specificity of corresponding siRNA.
Altogether, these data demonstrate that specific silencing of
mRNAs encoding NDST1, NDST2, 2-OST, or 3-OST3 has led
to significant changes in the pattern of HS sulfation, thus con-
firming that these HS sulfotransferases were enzymatically
active in Jurkat T cells.

Silencing the Expression of NDST1 or NDST2 Differently
Alters N-Sulfation—Although the reactivity of anti-HS anti-
bodies was informative to analyze siRNA-induced alterations in
HS sulfation, it was not discriminant enough to know whether
NDST1 and NDST2 have redundant or distinct activities. To
establish how silencing the expression of these isoenzymes
modified N-sulfate density of HS, we therefore used an in vitro
approach, in which Jurkat T cell lysates were used as enzyme
sources and ANTS-labeled desulfated/N-reacetylated dp14 as
substrates. The oligosaccharides were first incubated with cell
lysates and thereafter treated with HNO,, pH 1.5, which specif-
ically target GIcNS residues (37). We could expect that in vitro
modified dp14, which contain newly synthesized GIcNS resi-
dues, were sensitive to attack by low pH nitrous acid and gen-
erated degradation products smaller than parent oligosaccha-
rides. The products of cleavage were subsequently separated by
gel filtration, and the ANTS moiety served as a tag to differen-
tiate small oligosaccharides derived at the reducing end from
the parent compounds (Fig. 6). In the absence of incubation
with cell lysate, treatment by nitrous acid did not modify the
elution of fluorescent oligosaccharides, confirming that this
substrate did not contain detectable N-sulfate groups. In con-
trast, incubation with cell lysate obtained from control cells and
subsequent treatment with HNO, resulted in the production of
small fluorescent species. The degradation products were
mainly eluted as di- and tetrasaccharide standards, indicating
that cell lysate contained active NDSTs that have efficiently
modified fluorescently tagged oligosaccharides. As expected,
down-regulation of the expression of NDST1 dramatically
reduced the capability of cell lysate to catalyze N-sulfation of
oligosaccharides. A small fraction (~10%) of fluorescent oligo-
saccharides was sensitive to nitrous acid degradation, indicat-
ing that only partial N-sulfation had occurred. Given that the
expression of NDST2 was not altered in these cells, the fluores-
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FIGURE 6. Contribution of NDST1 and NDST2 to N-sulfotransferase activ-
ity in Jurkat T cells. N-sulfotransferase activity was analyzed in siRNA-trans-
fected cells by using an in vitro N-sulfation assay, in which cell lysates were
used as enzyme sources to modify fluorescently tagged desulfated dp14.
Jurkat T cells (25 X 10°/ml) were lysed 48 h post-transfection. The sulfation
reaction was performed by incubating cell lysate (100 ug of solubilized pro-
teins) with 5 ug of substrate and 10 um 3’-phosphoadenosyl-5'-phosphosul-
fate. Newly modified N-sulfated oligosaccharides were purified and sub-
jected to a deaminative cleavage with HNO, at pH 1.5, as described under
“Experimental Procedures.” The products of deaminative cleavage (®) and
parent oligosaccharides (O) were fractionated on Bio-Gel P-6 column (20 X
0.8 cm), and fractions of 500 ul were analyzed for fluorescence. Total fluores-
cenceintensity, relative to N-sulfotransferase activity in cell lysates, was set at
100%. Data are representative of three independent experiments.

cent species that migrated as small oligosaccharides could
result from N-sulfation by this isoenzyme. Nevertheless, the
lack of efficient N-sulfation suggested that NDST2 had a weak
activity in the absence of NDST1. On the other hand, we found
that the expression of NDST1 was reduced by 80% in trans-
fected cells. Therefore, partial N-sulfation could also be the
consequence of a remaining pool of NDST1. We reproduced
the same experiment with cell lysate in which the expression of
NDST2 was down-regulated. Most of oligosaccharides were
degraded by HNO, treatment, indicating that N-sulfation of
fluorescent substrate occurred in the absence of NDST2. How-
ever, the degradation products were eluted earlier than di- and
tetrasaccharides, suggesting that the fluorescent oligosaccha-
rides had a lower density of N-sulfate groups and were conse-
quently less sensitive to HNO, cleavage. We demonstrated that
NDST1 expression was not altered in cells transfected with
siNDST2. Therefore, NDST1 was probably active in the
absence of NDST2 and could initiate N-sulfation of the fluores-
cent substrate. However, the loss of NDST2 probably led to a
decrease in the addition of N-sulfate groups in the fluorescent
substrate. These data indicate that NDST1 and NDST2 do not
have redundant activity but rather have complementary activ-
ity, probably acting sequentially to fully modify HS sequences.

Specific Binding and Activity of CyPB Are Controlled by the
Expression of HS Sulfotransferases—To study the biological
consequence of silencing sulfotransferase expression, we ana-
lyzed the interaction between CyPB and cell surface HS in
siRNA-treated cells (Fig. 7). Lactoferrin has been demonstrated
to interact with leukocytes and epithelial cells, mainly as a con-
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FIGURE 7. Effect of siRNA targeting HS sulfotransferases on the binding of
Jurkat T cells to immobilized ligands. Involvement of NDST1, NDST2,
2-OST, and 3-OST3 in the generation of HS motifs with binding properties was
analyzed by measuring the interaction of siRNA-treated Jurkat T cells with
immobilized CyPB (1 ng/well) or lactoferrin (4 pg/well), 48 h post-transfec-
tion. In control experiments, cells were either treated with irrelevant siGFP or
negative control siRNA. In rescue experiments, cells were first treated with
specific siRNA or corresponding negative control siRNA for 24 h. Thereafter,
cells were transfected with plasmids expressing sequences refractory to spe-
cific siRNA and used 24 h later for binding experiments. Cell binding was
related to the number of initially added cells (0.8 X 10° per well) remaining
fixed to the adhesive substrate. The binding of siGFP-treated cells (control)
was estimated at 0.45 + 0.06 X 10°and at 0.31 + 0.05 X 10° cells per well for
CyPB and lactoferrin, respectively. Results are presented as percentages of
these maximal values. Heparinase-treated cells were used as a control to esti-
mate the participation of HS in the interaction. Each bar of histograms repre-
sents the mean = S.D. of three independent experiments.

sequence of interaction with N-sulfate groups in NS domains of
HS (43, 44). We therefore used this protein as a model of HS-
binding ligand in the following experiments. We first checked
that binding of Jurkat T cells to immobilized CyPB or lacto-
ferrin was potently inhibited (>75% of initial binding) by hepa-
rinase treatment, thus confirming that the method was also
appropriate to analyze interactions between lactoferrin and cell
surface HS. Knockdown of NDST1 mRNA reduced by 60% the
binding of T cells to immobilized CyPB and lactoferrin, indicat-
ing that N-sulfation of GlcN residues by this isoenzyme was of
critical importance to support the interactions. Moreover,
these data further suggest that NDST2 was unable to compen-
sate for the lack of NDST1 and to initiate HS maturation. We
reproduced the same experiment with siRNA specific for
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NDST2. Interestingly, we found that binding of transfected T
cells to CyPB was dramatically reduced (70% of initial binding).
In contrast, down-regulation of the expression of NDST2 was
less inhibitory for lactoferrin, because binding of Jurkat T cells
was only reduced by ~30%. Taking into account that NDST1
was fully active to initiate N-sulfation in siNDST2-treated cells,
these data demonstrate that NDST2 critically contributes to
the synthesis of the HS motifs that specifically interact with
CyPB. We then analyzed the effects of siRNA specific for 2-OST
and 3-OST3 isoforms. Silencing the expression of 2-OST and
3-OST3 strongly reduced the binding of treated cells to immo-
bilized CyPB (65 and 70% of inhibition, respectively), confirm-
ing that 2-O- and 3-O-sulfate groups were required to support
the binding of the ligand. In contrast, cell binding to lactoferrin
was poorly altered by the decrease of 2-O-sulfation (~20% of
inhibition), and down-regulation of the expression of 3-OST3
had no inhibitory effect on the interaction between this ligand
and cell surface HS. In control experiments, we checked that
the inhibitory effect produced by siRNA treatment could be
significantly rescued by exogenous expression of refractory
sequences, thus confirming the specificity of siRNA-mediated
silencing.

The main intracellular event following CyPB or lactoferrin
binding to T lymphocytes is the activation of the p44/p42
MAPK pathway (8, 26, 45). When analyzing the phosphorylated
status of ERK1/2, we found that transfection of Jurkat T cells
with siNDST1 dramatically reduced the ability of CyPB and
lactoferrin to activate p44/p42 MAPK. Inhibition was only due
to down-regulation of NDST1 expression, because phorbol
myristate acetate, which is a strong activator of the p44/p42
MAPK pathway, efficiently induced the phosphorylation of
ERK1/2 in transfected cells (Fig. 8). Although down-regulation
of the expression of NDST?2 slightly affected cell surface bind-
ing of lactoferrin, the activation of p44/p42 MAPK was reduced
in both treated cells. However, the inhibitory effect was not as
dramatic as that observed with CyPB. Indeed, the ability of
CyPB to activate p44/p42 MAPK pathway was abolished in
siNDST2-treated cells, indicating that silencing the expression
of NDST2 has rendered the cells unresponsive to the inflam-
matory factor. Previous data have shown that NDST2 was not
required to initiate N-sulfation but would rather contribute to
increase the density of N-sulfate groups. Consistent with these
findings, our results suggest that N-sulfation by NDST1 is suf-
ficient to support the binding of lactoferrin and partial activa-
tion of the signaling pathway. In contrast, the contribution of
both NDST1 and NDST2 to high N-sulfation is absolutely
required for generating HS motifs with CyPB-binding and -ac-
tivating properties. As expected, down-regulation of 2-OST
and 3-OST3 strongly inhibited the ability of CyPB to activate
p44/p42 MAPK pathway, thus confirming the involvement of
2-0O- and 3-O-sulfate groups in the binding of the protein. In
contrast, the response induced by lactoferrin was only slightly
reduced in si2-OST2-treated cells and remained unmodified in
si3-OST3-treated cells, thus confirming the binding data (Fig.
8). Altogether, these results indicate that specific binding of
CyPB to responsive cells and the consequent activation of the
signaling pathway are dependent on the expression of highly
modified HS.
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FIGURE 8. Effect of siRNA targeting HS sulfotransferases on CyPB- and
lactoferrin-induced activation of p44/p42 MAPK. The contribution of
NDST1, NDST2, 2-0ST, and 3-OST3 in the generation of HS motifs with func-
tional properties was analyzed by measuring the activation of p44/p42 MAPK
in siRNA-transfected cells, 48 h post-transfection. Jurkat T cells were stimu-
lated in the presence of 50 nm CyPB or 250 nm lactoferrin for various times, and
the phosphorylation of ERK1/2 (p-ERK) was analyzed by Western blot. Parallel
immunoblotting with anti-total ERK1/2 confirmed equal loading of samples.
Phorbol myristate acetate (PMA) was used as a positive control for activation
of p44/p42 MAPK in siRNA-transfected cells. Representative results from
three independent experiments are shown.

DISCUSSION

Our previous studies (6, 26, 27) demonstrated that efficient
binding of CyPB to heparin and cell surface HS expressed on T
cells was dependent on the interaction with a highly sulfated HS
sequence, in which a critical modification was the presence of a
3-O-sulfated GIcNH, residue. Although GlcNH, residues have
been reported to be preferentially located in NA domains and in
transition zones between NA and NS domains, 3-O-sulfated
GlcNH,-containing sequences have been characterized within
heparin and the highly sulfated NS domain of some HS species
(21, 23, 46). These data prompted us to propose that the high
affinity binding site of CyPB may be located in specialized NS
domains of HS expressed at the membrane of target cells. This
study further supports this hypothesis. We found that CyPB
binding to partially N-desulfated heparin, which contained
high levels of GIcNH, compared with unmodified heparin, was

1712 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

Thése de Adeline Marcant, Lille 1, 2011

not improved but rather was inhibited. This clearly demon-
strates that GIcNH,, residues are required but not sufficient to
support interaction with CyPB. Moreover, these results indi-
cate that N-sulfation rather than 6-O- and/or 2-O-sulfations
was important to support CyPB binding, because chemical
N-desulfation of heparin did not significantly reduce the rate of
6-0- and 2-O-sulfate groups. Soluble HS inhibited the binding
of CyPB to fluorescent oligosaccharides to a lesser extent than
heparin did. However, they were better competitors than par-
tially N-desulfated heparin, indicating that structural arrange-
ment of sulfate groups in NS domains was also important for
optimal binding of CyPB. Competitive binding experiments
with anti-HS antibodies allowed us to further characterize the
interaction of CyPB with cell surface HS. We demonstrated that
HS4C3 reduced CyPB binding to responsive cells. HS4C3 was
demonstrated to selectively identify 3-O-sulfated sequences
(30, 33, 34), thus confirming the involvement of 3-O-sulfated
GIcN residues in the interaction. Importantly, the epitope rec-
ognized by HS4C3 was reported to colocalize with the HS
motifs that interact with the envelope glycoprotein gD of
HSV-1 (35). Given that the disaccharide unit IdoUA2S-
GlcNH,3S=*6S contributes to the specific binding of HSV-1 gD
to heparin and cell surface HS of target cells (23), our findings
strongly suggest that the HS sequences that react with CyPB
and envelope protein of HSV-1 share common structural fea-
tures. We also report that the binding reactions of CyPB to
heparin and cell surface HS from T lymphocytes are quite sim-
ilar (6, 26, 27). Interestingly, AO4B08 was more efficient than
HS4C3 and RB4Eal2 to inhibit the interaction between CyPB
and target cells. AO4B08 recognizes highly N- and O-sulfated
HS motifs containing internal IdoUA2S residues (31, 33), thus
suggesting that this modification was also important for the
binding of CyPB. In contrast to AO4B08, HS4E4 recognizes low
sulfated HS motifs but does not bind to highly sulfated struc-
tures such as some found in the heparin and NS domains of HS
(31, 33), explaining why it was unable to inhibit the interaction
between CyPB and responsive cells. Altogether, these data sup-
port the idea that CyPB interacts with a heparin-like sequence
expressed at the surface of target cells.

The sulfation pattern varies considerably among HS species,
which has been related to cell type-specific expression of cer-
tain isoforms of HS sulfotransferases and their relative expres-
sion depending on cellular conditions. Given that the density of
N-sulfates and the presence of 2-O- and 3-O-sulfates appeared
critical to support CyPB binding, we have then analyzed the
expression of related HS sulfotransferases in various cell types.
We found that target cells of CyPB, i.e. memory/activated T
lymphocytes, monocytes/macrophages, and related established
cell lines specifically expressed high levels of mRNA encoding
NDST2 and 3-OST3. Although cell activation or maturation
differently affects the expression of each isoenzyme in T cells
and monocytes/macrophages, the level of transcript encoding
NDST?2 remains higher than that of NDST1 in all cases. These
data are in correspondence with previous studies reporting a
higher level of NDST2 relative to NDST1 in mast cells (16),
lymphoid tissues, e.g. thymus and spleen, and whole blood leu-
kocytes (14, 47), thus indicating that high expression of NDST2
may be a common feature of cells from the hematopoietic line-

VOLUME 285-NUMBER 3-JANUARY 15,2010

2102 ‘Sz aunr uo “sanb Aq 610 ogl:mmm woly papeojumoq


http://www.jbc.org/

ages. Although epithelial cells produce high level of HS by
comparison with T lymphocytes and monocytes/macrophages,
they are devoid of any high affinity binding sites for CyPB.
Interestingly, we found that epithelial cell lines express a lower
level of NDST?2 relative to NDST1, thus arguing for a role of this
isoenzyme in making HS sequence with CyPB binding proper-
ties. Surprisingly, we found that naive CD4" T cells expressed
high levels of NDST2 and 3-OSTS3, although they were devoid
of any binding activity for CyPB. However, we demonstrated
that these cells were not immunostained by anti-HS antibodies,
indicating that they did not expressed cell surface HS. These
findings are in agreement with previously published data
reporting that naive T cells did not express any membrane-
associated HS proteoglycans. For example, Forster-Horvath et
al. (48) reported that CD44v3 is expressed intracellularly by
naive T cells and rapidly exposed at the cell surface following
cell stimulation. Likewise, we and others have shown that
CD4" T lymphocytes and monocytes/macrophages express
various HS proteoglycans, e.g syndecans and CD44v3, for
which the mRNA level and cell surface expression are increased
following cell activation and differentiation (8, 49, 50). In
accordance with these data, we speculate that HS proteoglycans
are rapidly exposed to the cell surface upon stimulation of naive
T cells. Thereafter, cell differentiation may be accompanied by
an increase in HS proteoglycan expression, leading to their con-
stitutive association to the cell membrane. Further investiga-
tions are in progress to validate this model and to elucidate its
relevance to CyPB functions.

Because high expression of NDST2 has been reported to cor-
relate with high N-sulfate density in heparin and HS (51, 52), we
checked the possibility that biosynthesis of HS motifs with
CyPB-binding properties could be NDST2-dependent. As
expected, down-regulation of the expression of this isoenzyme
inhibited the binding of CyPB and consequent activation of
p44/p42 MAPK in Jurkat T cells. However, silencing the
expression of NDST1 also reduced the binding and activity of
CyPB, indicating that both NDSTs are required to synthesize
HS motifs with CyPB-binding and -activating properties. Obvi-
ously, several aspects regarding the regulation of expression of
NDST isoforms and the relative contribution of each isoen-
zyme to the synthesis of HS remain unclear. Overexpression of
NDST1 and NDST2 in HEK293 cells was reported to result in
an increased N-sulfation of HS produced by these cells, with no
parallel increase in O-sulfation and C;-epimerization, thus
arguing for a direct relationship between NDST activity and
N-sulfate density. Moreover, cells stably transfected with
NDST?2 synthesized HS with higher N-sulfate density by com-
parison with NDST1-transfected cells, suggesting that the
N-sulfation pattern may be isoform-dependent (51). Systemic
inactivation of NDST1 expression affects HS structure in all
tissues tested. Animals succumb perinatally, thus supporting
the idea that NDST1 plays a crucial role in HS maturation. In
contrast, mice carrying a disruption of the gene encoding
NDST2 develop and reproduce normally. They have no notable
alteration in HS biosynthesis except in mast cells, in which
decreased N-sulfation of heparin results in defective granule
formation (16 -18). By using genetically modified mice, Ledin
et al. (19) demonstrated that liver HS from wild-type and
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knock-out animals all had the same structure despite signifi-
cantly reduced NDST enzyme activity in NDST1"/"/
NDST2 ™/~ embryos. Moreover, the presence of active NDST2
did not appear to affect HS structure as long as NDST1 was also
present. They concluded from their experiments that NDST1
might be preferentially incorporated within a complex formed
by the association of different enzymes of HS biosynthesis,
although NDST2 would be frozen out. In the absence of
NDST1, NDST2 could occupy the NDST position in the HS
biosynthesis complex and thus take place on N-sulfation of HS.
Another intriguing hypothesis may be that NDST1 is required
for partial N-sulfation of the nascent precursor and consequent
initiation of other modifications, whereas NDST2 could fill in
or extend the sections of N-sulfated residues to create highly
sulfated domains in some HS species. Previous results have
indeed reported that HS is a better substrate for recombinant
NDST isoforms than bacterial polysaccharide K5, a surrogate of
unsulfated HS precursor, thus suggesting that NDST's can act
on a previously modified substrate (53). By using the Cre-loxP
system of gene inactivation, Wang et al. (54) demonstrated that
NDST1 and NDST2 contribute to N-sulfation of HS at a ratio of
approximately 3:1 in endothelial cells. In this model, NDST1
was able to compensate for the absence of NDST?2 but not vice
versa. Our results are in agreement with these latest studies. We
demonstrated that down-regulation of the expression of
NDST1 dramatically reduced NDST enzymatic activity by
comparison with control, indicating that NDST2 was unable to
compensate for the absence of NDST1. In contrast, N-sulfation
still occurred in the absence of NDST2. However, a significant
decrease in the N-sulfate density was observed, suggesting that
NDST1 was not sufficient to fully compensate for the absence
of NDST2. According to these results, we proposed a model in
which both NDSTs have not redundant but rather complemen-
tary enzymatic activities. This would be possible if NDST1 and
NDST?2 localized to different Golgi compartments. Actually,
NDST1 was reported to interact with the HS polymerase EXT2,
thus suggesting that it takes part in the first modifications of the
HS precursor (55). In cells where NDST?2 expression is high by
comparison with NDST1, NDST2 may act in a late compart-
ment and increase the level of N-sulfation in sequences that
have been previously modified by enzymes in a more proximal
part of the Golgi network.

We demonstrated in previous works that the binding of
CyPB was dependent on the interaction with a HS sequence, in
which a key modification was the presence of a 3-O-sulfated
GlcNH, (26). As expected, we demonstrated here that silencing
the expression of 3-OST3 dramatically reduced the binding of
CyPB to target cells and consequently the activation of the sig-
naling pathway, thus confirming previous results. In addition,
we found that down-regulation of 2-OST also reduced CyPB
binding and consequent activation of p44/p42 MAPK in
responsive cells. These results suggested a direct role for 2-O-
sulfate groups in the interaction between CyPB and cell surface
HS. This is consistent with the demonstration that AO4B08,
which recognizes internal IdloUA2S residues, was highly effi-
cient at reducing the binding of CyPB to target cells. On the
other hand, we found that silencing the expression of 2-OST
significantly reduced the binding of HS4C3, indicating that
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alteration of the activity of 2-OST had reduced the subsequent
reaction of HS 3-O-sulfation. Actually, 3-OST3 isoforms have
been reported to transfer sulfate groups to the 3-OH position of
GIcNH, and/or GIcNS residues, which are adjacent to
IdoUA2S residues (21, 23, 25). Therefore, 2-O-sulfation of
IdoUA residues is probably a limiting step for the unique sub-
strate specificity of 3-OST3, suggesting that both 2-OST and
3-OST3 also have complementary activities to generate the HS-
binding motif of CyPB.

An overall conclusion from our studies is that cell type-spe-
cific expression of certain isoforms of sulfotransferases may
determine the specificity of extracellular ligand binding. Con-
sidering that a number of inflammatory and immunoregulatory
mediators interact with cell surface HS to target subsets of T
lymphocytes and monocytes/macrophages (56), this could play
an important role in inflammatory and immune responses.
Moreover, a growing interest has focused on the use of recom-
binant enzymes to synthesize HS-derived molecules with ther-
apeutic application (57). In this context, a better understanding
of the tight regulation of HS biosynthesis will be helpful for the
selection of recombinant isoenzymes that will take part in the
synthesis of sulfated oligosaccharides with expected activity in
the treatment of some inflammatory disorders.
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