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Résumé général

La L-sélectine (CD62L) est une molécule d'adhésion exprimée a la surface de plusieurs types de
leucocytes. Cette molécule permet la migration ordonnée des lymphocytes naifs alnsi que le
recrutement leucocytaire. La L-sélectine est rapidement clivée suite a I'activation des IymphocytesT
Une fraction soluble de L-sélectine est alors produite. Ce clivage protéolytique est nécessaire pour
permettre un recrutement leucocytaire efficace. Les lymphomes, la contrepartie maligne des
lymphocytes, expriment également la L-sélectine.

Une augmentation de la concentration de L-sélectine soluble est observée dans le sérum de patients
atteints de lymphomes. Hors, cette concentration anormalement élevée pourrait jouer un réle
important dans le diagnostic et le pronostic de la maladie. L'origine de cette augmentation des
niveaux de L-sélectine soluble demeure toutefois inconnue, bien que des études précédentes
supposent que celles-ci puissent provenir des cellules de I'héte, des cellules du lymphome ou d’une
combinaison des deux types cellulaires. Dans le travail qui suit, nous avons déterminé la source de
cette augmentation de L-sélectine soluble grace a I'utilisation d'un modéle murin génétiquement
modifié.

Plus spécifiquement, les résultats contenus dans ce mémoire démontrent: 1) que les lignées de
lymphomes T démontrent une susceptibilité marquée au clivage de la L-sélectine suite & une
activation au PMA, 2) qu'il y a effectivement une augmentation de L-sélectine soluble dans le sérum
de souris atteintes d'un lymphome et que 3) les molécules de L-sélectine soluble dans le sérum des
souris proviennent des cellules du lymphome car a) malgré 'absence de L-sélectine soluble dans le
serum de souris déficientes en L-sélectine, I'injection de cellules de lymphome entraine la présence
de L-sélectine soluble et que b) linjection de cellules de lymphome déficientes en L-sélectine
n'entraine pas d'augmentation significative de la concentration en L-sélectine soluble. Ces
recherches mettent en évidence pour la premiére fois que les cellules du lymphome sont la source
majeure de I'augmentation du niveau de L-sélectine soluble lors du développement de lymphome.
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1- Introduction

Dans le cadre de ce mémoire de maitrise, j'ai effectuée des recherches sur un modéle de lymphome
murin relié aux lymphomes non hodgkiniens chez I'humain. Il s'agit d'un type de cancer caractérisé
par la transformation néoplasique de cellules lymphoides qui ont pour la plupart une dissémination
agressive. Plus specifiquement, nous avons utilisé ce modéle afin d'étudier la L-sélectine (CD62L)

dans le lymphome.

La L-sélectine est une molécule d'adhésion qui est exprimée a la surface des lymphocytes et des
lymphomes ou elle est respectivement impliquée dans la migration lymphocytaire et la dissémination
cancéreuse. L'expression de la L-sélectine est régulée par un clivage protéolytique. Des études
précédentes ont démontré qu'une concentration élevée de la fraction soluble de L-sélectine se
retrouve dans le serum de patients atteints de diverses formes de cancer, dont une grande variété de
cancers hématologiques. L'origine des niveaux anormalement élevés de la forme soluble de L-
sélectine demeure toutefois peu connue.

Afin de permettre aux lecteurs d'avoir une bonne compréhension de la problématique et des résultats
exposés dans ce mémoire, nous présenterons dans la revue de littérature qui suit les connaissances
accumulées au sujet des lymphomes, des molécules d'adhésion cellulaire, de la L-sélectine et du

clivage protéolytique de cette molécule.

2- Les lymphomes

2.1- Description générale des cancers

De fagon génerale, le cancer est une maladie qui est caractérisée par la présence de cellules
échappant aux mécanismes de régulation qui limitent habituellement la croissance et la division
cellulaire. Dans la plupart des cas ol une cellule perd son contrt?le de croissance, les cellules du
systéeme immunitaire telles que les cellules tueuses naturelles (ou cellules NK, de 'anglais «natural
killer cells») éliminent ces cellules défectueuses (Chen et al., 2005). Cependant, certaines cellules
cancéreuses subissent des modifications et réussissent & déjouer le systéme immunitaire. Dans ce
cas, la cellule se divise de fagon excessive et anarchique sans étre limitée par l'inhibition de contact,
et une masse tumorale est alors formée (Weinberg, 1996).



Dépendamment des caractéristiques du néoplasme, celui-ci peut étre bénin ou malin. Dans le cas
d'une tumeur maligne, ol la croissance est rapide et invasive, il peut y avoir formation de foyers
secondaires métastatiques, un processus que l'on peut arbitrairement diviser en sept étapes.
(Demers et al., 2005)

- La premiére étape est caractérisée par le détachement de cellules tumorales de la tumeur
primaire.

- Il doit alors y avoir une étape de migration des cellules cancéreuses a travers le stroma
parenchymateux, une étape facilitte notamment par la sécrétion de protéases extracellulaires telles
que les métalloprotéases de la matrice (MMP).

- Par la suite, pour que les cellules cancéreuses accédent a la circulation lymphatique ou
sanguine, il faut qu'il y ait une étape d'intravasation. '

- Les cellules métastatiques ont généralement une courte durée de vie dans la circulation
sanguine et/ou lymphatique. Elles migrent rapidement aux capillaires sanguins et elles entrent en
adhésion avec I'endothélium vasculaire via les molécules d'adhésion cellulaire et/ou des interactions
avec les plaquettes sanguines.

- La prochaine étape consiste a I'extravasation, c'est-a-dire la pénétration des cellules
cancéreuses dans le tissu sous-jacent par diapédése.

- Les cellules métastatiques initient un processus de migration jusqu'a un site secondaire. Ce
'processus est également facilité par la présence de MMP.

- La derniére étape est la nidification ou les cellules cancéreuses modifient leur milieu, pour
finalement entrer en croissance pour former une tumeur secondaire. C'est ce processus métastatique
qui fait du cancer une maladie dévastatrice.

La plupart des cellules cancéreuses semblent avoir un site préférentiel pour la dissémination, ce qui
explique l'association de certains types de métastases avec des formes de cancers spécifiques. Par
exemple, il y a fréquemment présence de métastases hépatiques et pulmonaires dans le cas du
mélanome et il y a fréequemment présence de métastases aux poumons et dans la moelle osseuse
dans le cas du cancer du sein. Trois hypothése semblent expliquer cette association : 1- les cellules
métastatiques sont emprisonnées dans le premier lit capillaire qu'elles rencontrent (ce qui expli'que
que plusieurs cancers causent des métastases aux poumons), ‘2- les cellules métastatiques sont
attirées vers un tissu spécifique d0 a I'affinité entre leurs molécules d’adhésion ou 3- les cellules
métastatiques sont attirées et leur croissance favorisée par la production locale de hautes
concentrations de facteurs de croissance ou d'’hormones dans certains microenvironnements.
(Ruoslahti, 1996)




2.2- Les lymphomes

Les lymphomes ont pour la plupart une dissémination agressive et ils altérent, entre autres, les
organes du systéme lymphatique. Aux Etats-Unis, ils occupent la troisiéme place dans la liste' des
cancers les plus communs chez les enfants de moins de 15 ans.

Les lymphomes s’apparentent aux leucémies d0 au fait que ces deux types de cancers sont étiquetés
comme étant des cancers du sang. Les différences majeures entre ces deux types de cancers
reposent 1) sur 'origine des cellules cancéreuses et 2) sur leur forme. Les lymphomes dérivent de
lymphocytes T ou B, immatures ou matures ainsi que de cellules NK et ils forment des tumeurs. ||
s'agit de leucémie lorsque des cellules hématopoiétiques dans la moelle osseuse deviennent
cancéreuses et entrainent la présence de cellules cancéreuses dans le sang.

Les lymphomes sont divisés en deux grands groupes : les lymphomes responsables de la maladie de
Hodgkin aussi nommés lymphomes de Hodgkin (ou HL, de I'anglais «Hodgkin's lymphoman) et les
lymphomes non hodgkiniens (ou NHL, de I'anglais «non- Hodgkin lymphoman»). (http://www.leukemia-

lymphoma.org)

2.2.1- La maladie de Hodgkin

La maladie de Hodgkin a été nommée suite aux travaux de Thomas Hodgkin qui a décrit plusieurs
cas de cette maladie en 1832. De fagon générale, cette maladie est caractérisée par la présence de
cellules de Reed-Sternberg dans la formation néoplasique. Ces cellules se reconnaissent par leur
morphologie caractéristique de type polynucléaire. Elles ne représentent qu'un faible pourcentage de
la masse totale (1 @ 2%). (Drexler, 1992 ; Harris et al., 1994 ; Harris, 1999 ; Kippers et al., 2002).

La maladie de Hodgkin est reconnue comme un lymphome depuis que les cellules de Reed-
Sternberg ont été établies comme étant d’origine lymphocytaire. En 1994, I'équipe de Kiippers a en
effet démontré que ces cellules possédent des réarrangements au niveau des régions variables des
génes d'immunoglobuline, une caractéristique propre aux lymphocytes B (Kippers et al., 1994). Ces
cellules sont considérées comme des lymphocytes B transformés, bien que dans de trés rares
occasions, certaines dérivent de lymphocytes T (Muschen et al., 2000 ; Seitz et al., 2000).

Les patients chez qui un lymphome Hodgkinien est diagnostiqué sont majoritairement situés dans
deux groupes d'ages, soit entre 15 et 30 ans ou supérieur & 55 ans (Ekstrand et Horning, 2002). En
Amérique du Nord, les porteurs du virus de l'immunodéficience humaine (VIH) présentent le risque le
plus élevé de développer un lymphome de Hodgkin, bien que certaines études suggérent un lien
possible avec l'infection par le virus Epstein-Barr (EBV) (Flavell et Murray, 2000 ; Engels et Goedert,
2005). Le taux de rémission moyen pour les lymphomes de Hodgkin est de 65 & 95% (Byrne et




Gockerman, 2007 ; Klimm et al., 2005). Au Canada, en 2007, les statistiques prévoyaient un total de
159 900 nouveaux cas de cancers. De ce nombre, il y aura 880 nouveaux cas de maladie de
Hodgkin et 120 personnes décéderont des suites de ce cancer. (http://www.cancer.ca — statistiques

canadiennes sur le cancer 2007)

2.2.2- Le lymphome non hodgkinien

Le lymphome non hodgkinien (LNH) est le 5° cancer en importance au Canada en 2009
(http://Iwww.cancer.ca — statistiques canadiennes sur le cancer 2009). Le nombre de patients
développant cette maladie augmente de 3-4% par année depuis 1970. C'est un des cancers
progressant le plus rapidement. Bien que les causes de cette augmentation demeurent incertaines,
certains facteurs comme |'amélioration des techniques de diagnostic, une meilleure tenue des
registres, le vieilissement de la population, les virus d’Epstein-Barr (EBV), d'immunodéficience
humaine (VIH) et de HTLV-1 (pour Human T-cell Lymphotropic Virus type 1), les substances
chimiques agricoles, pourraient expliquer cette augmentation rapide (Chassagne-Clément et al., 1999
; Rizvi et al., 2006). Karin Ekstrém-Smedby a rédigé en 2005 une revue de littérature exhaustive sur
les facteurs de risques pour le développement des LNH (Ekstrom-Smedby, 2006). L'incidence des
patients chez qui on diagnostique un LNH augmente significativement avec I'dge et débute dans le
groupe d'age dépassant 10 ans (http://www.leukemia-lymphoma.org). '

Les LNH sont généralement divisés en deux grands groupes, selon l'origine de la cellule, soit les
lymphomes T/NK et les lymphomes B. Cependant, étant donné que les lymphocytes T/NK et B
peuvent devenir des lymphomes a n'importe quel moment dans leur développement, on retrouve une
grande diversité de LNH. Ainsi, en Amérique du Nord, il y a plus de 30 types de LNH, dont environ
90% sont des contreparties malignes de lymphocytes B (http://www.leukemia-lymphoma.org).

Les LNH peuvent également étre classés selon leur niveau d'agressivité. Les deux grandes
catégories sont les lymphomes indolents et les lymphomes agressifs. Les lymphomes folliculaires, les
lymphomes du tissu lymphoide associés aux muqueuses (ou lymphomes du M.A.L.T., pour Mucosa
Associated Lymphoid Tissue), les lymphomes du manteau et les lymphomes lymphoplasmocytoides
sont, par exemple, des LNH de type indolent. Les LNH de type agressif comptent entre autres les
lymphomes diffus & grandes cellules B, les lymphomes médiastinaux a grandes cellules B, les
lymphomes T périphériques (sans autre précision), les lymphomes de Burkitt, les lymphomes
lymphoblastiques T ainsi que les lymphomes anaplasiques a larges cellules. Le Tableau | trace un
résumé des LNH les plus importants aux Etats-Unis en 2007.

Depuis les années 1960, des efforts considérables ont été déployés pour concevoir un systéme de
classification des LNH. En 1994, un groupe d’hématopathologistes a proposé un systéme de
classification des lymphomes appelé systéme de classification REAL (Revised European American




Lymphoma) qui a pour objectif d'aider les oncologistes & sélectionner le traitement optimal &
prodiguer a chacun de leurs patients. (Harris et al., 1994) La classification REAL fut utilisée comme
base pour établir un second systéme international de classification, c'est-a-dire la classification WHO
(World Health Organization). De nouvelles études plus approfondies sur les lymphomes et leurs
traitements spécifiques ainsi que sur les taux de rémission permettront dans I'avenir d'améliorer
davantage la classification WHO. (Harris et al., 1999 ; Jakic-Razumovic et Aurer, 2002 ; Vardiman et
al., 2002)

Tableau | : Résumé des lymphomes non hodgkiniens les plus importants aux Etats-Unis en
2007

Lymphomes de précurseurs cellulaires
~ lymphome lymphoblastique B
- lymphome lymphoblastique T (1,9%)

Lymphomes B périphériques (~88%)
leucemie lymphoide chronique B/petit lymphome lymphocytaire (7%)
- leucémie pro-lymphocytaire B
- lymphome lymphoplasmocytaire/immunocytome (< de 2%)
~ lymphome du manteau (6%)
- lymphome folliculaire (22%)
- lymphome B extraganglionnaire de la zone marginale de type MALT (7,5%)
- lymphome B ganglionnaire de la zone marginale (+/- monocytoide) (< de 1%)
-~ lymphome splénique de la zone marginale (+/- lymphocytes villeux) (< de 1%)
- leucémie a tricholeucocytes
— plasmacytome/myélome plasmocytaire
- . lymphome diffus a grandes cellules B (31%)
— lymphome de Burkitt (2,5%)
-~ lymphome médiastinal a grandes cellules B (2,4%)
— lymphome a grandes cellules B intravasculaire (< de 1%)

Lymphomes T et NK périphériques (~12%)
leucémie lymphocytaire a grains
- mycose fongoide/syndrome de Sézary
- lymphome T périphérique, sans autre précision (6,9%)
- lymphome T gamma/delta hépatosplénique
- lymphome T sous-cutané de type panniculite
~ lymphome T angio-immunoblastique
— lymphome T/NK extraganglionnaire, de type nasal
~ lymphome T de type entéropathie (1%)
- lymphome anaplasique a grandes cellules, systémique primitif (2,9%)
- lymphome anaplasique a grandes cellules, cutané primitif (1%)
— leucémie agressive NK
- leucémie/lymphome T de I'adulte (HTLV1+)
— leucémie lymphoide chronique T/leucémie pro-lymphocytaire

(Jakic-Razumovic et Aurer, 2002 ; Rizvi et al., 2006 ; http://www.leukemia-lymphoma.org)



2.2.2.1- Les lymphomes T
Aux Etats-Unis en 2007, les LNH de type T comptaient pour environ 12% de tous les lymphomes
observeés chez les patients. Les quatre groupes de lymphomes T les plus communs sont :

- les lymphomes T périphériques sans autre précision;

- les lymphomes T lymphoblastiques;

- les lymphomes T cutanés;

- les lymphomes T de I'adulte.
En février 2007, la classification de WHO/EORTC' répertoriait un total de 9 sortes de lymphome T
péripherique (Rizvi et al., 2006). Les causes, les méthodes de diagnostic ainsi que les traitements

sont différents d'un type de lymphome T a l'autre.

2.3- Le modeéle de Kaplan : un modeéle d'étude des lymphomes

Pour étre en mesure d'étudier le mécanisme de croissance et de dissémination des lymphomes T,
notre laboratoire a établi plusieurs lignées de lymphomes murins en s'inspirant des travaux de Henry
S. Kaplan initiés au début des années 1950. Développé suite aux leucémies et lymphomes observés
suivant les bombardements de Nagasaki et d'Hiroshima, ce modéle consiste & induire le
développement de lymphomes T thymiques par I'exposition de jeunes souris C57BL/6 & de faibles
doses (175 Rad) d'irradiation ionisantes (rayons X) une fois par semaine pendant 1 mois (Kaplan,
1948 ; Kaplan et Brown, 1952 ; Kaplan et Brown, 1952b ; Furth et Furth, 1936). Aprés une période de
latence de 3 a 6 mois suivant l'irradiation, 90% des animaux irradiés développent un lymphome
thymique (Kaplan, 1967; Kaplan, 1974 ; Boniver et al., 1981). Bien que les cellules pré-néoplasiques
dérivent de la moelle osseuse (Lieberman et Kaplan, 1966 ; Boniver et al., 1981b : Rongy et al.,
1990), les radiations ionisantes sont essentielles au processus leucémogénique en activant un
retrovirus endogéne. (Kaplan, 1967 ; Baylac-Kalabokias et al., 1989).

La plupart des souris développant un lymphome thymique suite aux irradiations meurent d’une
insuffisance respiratoire créée par I'envahissement thoracique par la tumeur thymique primaire
(Kaplan et al., 1979). Dans de rares occasions, des foyers secondaires sont créés dans la rate, le-
foie et les reins suite a Ia dissémination de cellules de lymphome depuis la tumeur primaire (Kaplan,
1967). Le lymphome thymique peut étre récolté et.les cellules du lymphome thymique peuvent étre
mises en culture cellulaire (Lieberman et al., 1979). Lorsque injectées par voie intrathymique (i.t)
dans de jeunes souris syngéniques, un lymphome thymique se développe aprés une période de
latence qui varie de 2 & 8 semaines pdst-injection, selon la dose de cellule injectée. Il s'agit d'un
modéle murin de lymphome thymique radio-induit bien adapté pour étudier le processus de
croissance des lymphomes thymiques (Boniver et al., 1981). Ce modéle peut également étre utilisé
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pour étudier la dissémination des lymphomes en injectant les cellules par voie intraveineuse (i.v.) a
des souris syngeéniques. Les cellules du lymphome se disséminent alors aux organes périphériques
tels que les ganglions lymphatiques, la rate, le foie et les reins (Aoudijit et al., 1998b ; Lalancette et
al., 2000 ; Williams et al., 2001 ; Santos et al., 2002). Ce modéle, comme la plupart des modéles de
tumeurs murines, permet également de sélectionner des lignées de lymphomes de plus en plus
agressives grace a des passages in vivo. (Lalancette et al, 2000). L'étude différentielle des
traﬁscriptomes entre les cellules parentales peu agressives et les variants agressifs peut alors
permettre d'identifier les génes responsables du phénotype agressif des lymphomes (Demers et al.,
2005 ; Demers et al., 2007).

3- Les molécules d’adhésion cellulaire

3.1- Réle général des molécules d'adhésion cellulaire

Les molécules d'adhésion cellulaires (MAC) sont des protéines exprimées a la surface des cellules
qui permettent d'induire des liaisons avec d'autres cellules ou avec des molécules non cellulaires,
telles que le collagéne, la laminine et la fibronectine, qui font partie de la matrice extracellulaire
(MEC) (Rhodes et Simons, 2007 ; Smith, 2008). Les MAC jouent un réle clé dans plusieurs
évenements physiologiques dont I'embryogenése, le développement de la réponse inflammatoire et
la carcinogenese (Passalacqua et al., 1996 ; Geng, 2003 ; Thiery, 2003 ; Hoozemans et al., 2004).
L'efficacite de la réponse immunitaire dépend également des MAC puisque les interactions’
engendrées par ces protéines a la surface des leucocytes sont requises pour la maturation,
I'activation et la différenciation des leucocytes, ainsi que I'adhésion et la migration de ceux-ci vers les
foyers d'infection (Yong et Khwaja, 1990 ; Smith, 2008). Les MAC permettent également aux
leucocytes naifs de circuler de fagon ordonnée dans le systéme lymphatique pour ainsi augmenter
I'efficaciteé de I'activation des cellules immunitaires (Fabbri et al., 1999).

Que ce soit pour le "homing” des lymphocytes naifs dans les organes lymphoides secondaires via
les HEVs (de l'anglais, high endothelium venules) ou pour le recrutement de I'ensemble des
leucocytes aux foyers d'inflammation via les veinules postcapillaires activées, les mécanismes
impliqueés sont similaires (Springer, 1995 ; Springer, 1995b). Le modéle de recrutement des
leucocytes ainsi que les trois familles de molécules d'adhésion cellulaire impliquées dans ce
mécanisme seront présentés dans ]es sections suivantes.

3.2- Etages du processus d'adhésion et d'extravasation des leucocytes

Le mécanisme de recrutement des leucocytes se doit d'étre ordonné pour assurer une réponse
immunitaire efficace face aux infections, aux blessures et aux développements cancéreux. Les
molécules d'adhésion jouent un réle crucial dans le recrutement leucocytaire en permettant aux




leucocytes circulant dans les vaisseaux sanguins de reconnaitre les sites d'inflammation et en
entrainant leur sortie de la circulation sanguine dans le but de provogquer une réponse immunitaire
(Springer, 1994). Le recrutement des cellules immunitaires jusqu'a un site spécifique se fait en quatre
etapes principales : 1- I'activation des cellules endothéliales, 2- I'adhésion faible, 3- I'adhésion ferme,
4- I'extravasation et la diapédése. La Figure 1 résume le paradigme multiphasique du recrutement

leucocytaire.

ETAPE 1-> Activation des cellules endothéliales : Cette premiére étape est caractérisée par

l'activation des cellules endothéliales tapissant les parois des veinules postcapillaires pour qu'elles
augmentent I'expression des molécules d'adhésion telles que la E-sélectine, la P-sélectine, ICAM-1,
VCAM-1, PECAM-1 et MadCAM-1 (Garton et al., 2006).

ETAPE 2 - Adhésion faible : Lorsque les cellules endothéliales sont activées, elles expriment une
plus grande quantité de molécules d’adhésion. Conjugués aux forces hydrodynamiques qui jouent un
role primordial dans le processus d'adhésion cellulaire en favorisant les interactions entre les
sélectines et leurs ligands, les leucocytes initient d’abord des contacts de faibles affinités avec des
CAM a de faible densité sur les cellules endothéliales, créant un processus de culbutage (ou
thethering en anglais) (Butcher, 1991 ; Finger et al., 1996b ; Chen et Springer, 1999 ; Thomas, 2006).
Lorsque les leucocytes s'approchent du site inflammatoire et que la densité des CAM augmente, les
leucocytes cessent de faire du culbutage et font du “rolling” toujours via les sélectines sans pour
autant faire de I'adhésion ferme, car la liaison entre les sélectines et leurs ligands est de faible affinité
(Fabbri et al., 1999 ; Kelly et al., 2007).

De fagon générale, ies molécules impliquées dans I'adhésion cellulaire faible sont exprimées a la
surface des microvillosités des leucocytes. Ce positionnement favorise linitiation du contact entre
récepteurs leucocytaires et ligands endothéliaux pour ainsi engendrer le roulement leucocytaire (von
Andrian et al., 1995 ; Kahn et al., 1998).
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Méme si les sélectines sont reconnues pour étre les responsables de I'adhésion faible, il est admis
que les leucocytes possédent d'autres molécules a leur surface, comme les intégrines, qui peuvent
participer & I'adhésion faible. Parmi les intégrines capables de médier des interactions de faible
affinité sous certaines conditions, on retrouve alp2, a4p1 et adp7, qui se lient avec leurs ligands
respectifs exprimés par les cellules endothéliales activées (Alon et al., 1995 ; Bargatze et al., 1995 ;
Berlin et al., 1995 ; Butcher et Picker, 1996 ; Johnston et al., 1996 ; Grabovsky et al., 2000 ; Sigal et
al., 2000 ; Kubes, 2002 ; Green et al., 2006 ; Woodside et al., 2006). De plus, environ 6 heures aprés
I'activation d'un leucocyte, la molécule CD44 exprimée a la surface des leucocytes, peut également
favoriser I'adhésion faible (roulement) en se liant & son ligand, I'hyaluronate & la surface de
I'endothélium active (Butcher et Picker, 1996 ; DeGrendele et al., 1997 ; DeGrendele et al., 1997b).

ETAPE 3 - Adhésion ferme : Le roulement des leucocytes a la surface de I'endothélium vasculaire
permet a ceux-ci d’entrer en contact avec les chimiokines inflammatoires, les médiateurs lipidiques et

les autres molécules pro-inflammatoires retenus aux abords de I'endothélium par des éléments du
glycocalix (Middleton et al., 1997 ; Fabbri et al., 1999 ; Proudfoot et al., 2003). Les chimiokines sont
des cytokines chimiotactiques qui forment une grande famille de petits (8-12 kDa) polypeptides
semblables (Stein et Nombela-Arrieta, 2008). Dans le contexte de I'adhésion vasculaire, ces
chimiokines, comme CCL19, CCL20, CCL21 et CXCL12, permettront d'induire I'activation des
intégrines & la surface des lymphocytes via un signal passant par des récepteurs pluri-
transmembranaires leucocytaires spécifiques couplés a des protéines G (Bargatze et Butcher, 1993 ;
Campbell et al., 1998 ; Pachynski et al., 1998 ; Johnston et Butcher, 2002 ; Alon et Feigelson, 2002).
L'activation des intégrines est un processus trés rapide, c'est-a-dire de 1 & 2 secondes aprés
linteraction entre le leucocyte et I'endothélium (Butcher et Picker, 1996 ; Baggiolini, 1998). Les
messages chimiotractants augmentent également le potentiel de liaison de la L-sélectine (Haribabu
et al., 1997). La L-sélectine et surtout les intégrines permettent alors aux leucocytes de se fixer
fermement sur I'endothélium vasculaire (Spertini et al., 1991 ; Constantin et al., 2000). Les intégrines
activées subissent alors un changement conformationnel leur permettant de médier des interactions
de haute affinité avec leurs ligands, des molécules de la super famille des immunoglobulines (IgSF)
exprimées & la surface des cellules endothéliales. L'activation des intégrines est spontanément
réversible aprés quelques minutes, alors en absence de signaux induisant la diapédése (étape 4), le
leucocyte est de nouveau soumis au roulement (étape 2) (Dustin et Springer, 1989 ; Lo et al., 1989).

ETAPE 4 - Extravasation par diapédése et migration au site inflammatoire : L'adhésion ferme

est nécessaire pour que les leucocytes puissent migrer vers le milieu extravasculaire. Deux voies
d'extravasation semblent étre utilisées par les leucocytes, soit la voie de migration entre les cellules
endothéliales (voie paracellulaire) ou la voie de migration & travers les celiules endothéliales (voie.
transcellulaire) (Vestweber, 2007). Pour emprunter la voie paracellulaire, qui est la voie la plus
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étudiée et acceptée par le monde de la recherche, il est reconnu que les leucocytes se déplacent de
leur lieu d’adhésion ferme jusqu'a la jonction endothéliale la plus prés grace aux intégrines, une
étape nommée locomotion (Schenkel et al., 2004 ; Schreiber et al., 2007).

Plusieurs médiateurs d’extravasation sont sollicités tels que les intégrines, CD31 (PECAM-1)~ et CD99
(Kubes, 2002 ; Lindbom et Werr, 2002 ; Garton et al., 2006). CD31, une molécule d'adhésion de la
super famille des immunoglobulines, est exprimée par les leucocytes activés et peut faciliter
I'extravasation en favorisant I'adhésion homotypique en se liant & une molécule identique sur les
cellules endothéliales (Liao et al., 1995 ; Berman et al., 1996 ; Christofidou-Solomidou et al., 1997 :
Liao et al., 1997). Cela entraine une rupture des liaisons CD31-CD31 qui unissent les cellules
endothéliales voisines permettant ainsi 'amorce de la diapédése paracellulaire (Zocchi et al., 1996
Bianchi et al., 1997 ; Fabbri et al., 1999). Chez les humains, CD99, qui est également exprimée par
les leucocytes et par les cellules endothéliales, régule une étape subséquente de la diapédeése, car
un traitement avec des anticorps spécifiques & CD99 entraine I'arrét des leucocytes & mi-chemin
dans la jonction paracellulaire (Schenkel et al., 2002).

Pour réaliser la diapédése, les leucocytes doivent également changer de forme et altérer l'intégrité de
I'endothélium grace a un processus protéolytique. Les cellules endothéliales elles-mémes participent
a ce déplacement des leucocytes en modifiant les interactions engendrées par leurs molécules
d'adhésion (Madri et al., 1996 ; Luscinkas et al., 2002). Une fois I'extravasation par diapédése
complétee, les leucocytes migrent & travers la membrane basale puis & travers la matrice
extracellulaire pour atteindre le site d'intérét suite a la production locale de chimiokines (Johnston et
Butcher, 2002). Cette migration dépend de I'expression des intégrines a la surface des leucocytes, de
l'activation de ces intégrines, de la composition de la MES et de sa dégradation via la production de
MMP (de I'anglais, matrix metalloproteinases) par les leucocytes et les cellules du parenchyme
(Leppert et al., 1995 ; Leppert et al., 1995b ; Xia et al., 1996 ; Madri et Graesser, 2000 : Khandoga et
al., 2006). L'expression des MMPs est régulée par l'interaction entre les intégrines a la surface des
leucocytes et leurs ligands présents sur les cellules endothéliales et dans la MEC (Matias-Roman et
al., 2005 ; Madri et Graesser, 2000).

Le recrutement leucocytaire est donc un processus multiséquentiel hautement coordonné et doit &tre
regulé a I'une ou l'autre de ces étapes par un ensemble complet d'éléments. La régulation peut se
faire, notamment, au niveau de la transcription, de la traduction, de linternalisation, de la
deégradation, du clivage et de la phosphorylation (Butcher, 1991 : Butcher et Picker, 1996). Par
exemple, la L-sélectine, la molécule d'adhésion cellulaire d'intérét de ce mémoire, est impliquée dans
I'adhésion faible et subit un clivage protéolytique quelques instants aprés sa liaison intermoléculaire
avec ses ligands exprimés a la surface des cellules endothéliales vasculaires. Ce clivage entraine le
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relachement du leucocyte de la paroi vasculaire en absence des éléments importants pour les futures
étapes du recrutement (Palecanda et al., 1992). L'activation réversible des intégrines joue également
un rdle dans la régulation en réduisant I'adhésion des leucocytes pour que leur mouvement de
roulement se rétablisse en absence des signaux nécessaires a la diapédése (Dustin et Springer,
1989 ; Lo et al., 1989). La régulation de I'expression des signaux et des protéases induisant la
diapédese des leucocytes permet de sélectionner le type de leucocytes requis aux foyers
d'inflammation. .

Une dérégulation du processus de recrutement leucocytaire peut avoir des conséquences néfastes.
Alors qu'une diminution du recrutement peut engendrer une incapacité des leucocytes a migrer aux
sites inflammatoires ou aux lésions tumorales, une dérégulation qui entraine un trop grand
recrutement leucocytaire produit des réactions inflammatoires inappropriées qui peuvent détruire les
tissus, comme dans le cas d'un choc spetique (Rizoli et al., 1999). Une compétition entre les
leucocytes peut méme étre observable lorsque la populétion leucocytaire augmente sans que la
disponibilité des éléments nécessaires au recrutement s'accroisse (Cyster et al., 1994 ; Koopman et
al., 1994 ; Cyster et Goodnow, 1995 ; Butcher et Picker, 1996).

Comme il a été mentionné précédemment, ce processus de recrutement leucocytaire nécessite entre

autre la participation de trois grandes familles de molécules d’'adhésion soit les intégrines, les
molécules d’adhésion de la superfamille des immunoglobulines et les sélectines.
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3.3- Les familles de molécules d’adhésion impliguées dans le recrutement leucocytaire

3.3.1- Les intégrines

Les intégrines forment une superfamille de protéines composées de deux chaines polypeptidiques
transmembranaires (Hynes, 1992). Les deux chaines, a et B, sont assemblées par des liaisons non
covalentes. Chez les vertébrés, 18 types de sous-unités o et 8 types de sous-unités B ont été
identifiées pour ainsi former 24 intégrines différentes. Une complémentarité structurale entre les
chaines o et B est nécessaire pour qu'elles puissent se combiner, ce n’est donc pas n'importe quelle
sous-unité o. qui peut s’associer a n'importe quelie sous-unité B. La Figure 2 illustre les différentes
associations possibles entre les sous-unités o et B.
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Figure 2: Les 24 associations possibles entre les 18 sous-unités a et les 8 sous-unités p. Les

intégrines exprimées & la surface des leucocytes sont présentées avec les traits rouges. Les sous-
unités o avec un astérisque sont des chaines avec un domaine | (voir Figure 3). Schéma
directement tiré de Luo et al., 2007.

Les intégrines ont deux petites portions cytoplasmiques (20 & 70 acides aminés ; a I'exception de Ia
chaine B, qui s’étend beaucoup pius profondément dans le cytoplasme), deux segments
transmembranaires simples et deux grands domaines extracellulaires (environ 950 acides aminés
pour les chaines o et environ 650 acides aminés pour les chaines B) responsables de la liaison aux

ligands spécifiques (Luo et Springer, 2006).

Une activation est nécessaire pour que les intégrines changent de conformation et ainsi puissent lier

leurs ligands. La Figure 3 schématise cette modification de conformation.
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Figure 3: Modification de la conformation des intégrines suite & une activation permettant la
liaison au ligand. A) Modéle d'intégrine n’ayant pas de domaine | dans la chaine o. B) Modéle
d'intégrine ayant un domaine | (ex : aL, aM, oX, oD, oE, a1, o2, 10 et a11). Image modifiée de Luo
etal, 2007.

Dans cette image, la modification de conformation des intégrines leur permettant d’entrer en interaction avec
leurs ligands est représentée. Dans chacun des cas, que ce soit pour une intégrine avec ou sans domaine |, il y
a au départ une expression de l'intégrine sous forme repliée. Les régions transmembranaires des chaines alpha
et beta sont alors rapprochées et les grandes régions extracellulaires sont repliées vers la membrane pour
former un “V”. Ensuite, une activation induit le redressement des régions extracellulaires. Un second événement
d'activation est nécessaire pour libérer le domaine de liaison au ligand. Dans le cas des intégrines sans domaine
I (en A), le domaine de liaison au ligand se retrouve sur la chaine beta ainsi que sur la chaine alpha. Pour les
intégrines avec un domaine | (en B), le domaine de liaison au ligand se retrouve uniquement sur la chaine alpha.
Le domaine | porte également le nom de domaine “facteur de von Willebrand de type A”.
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L'activation est régulée par une signalisation intérieure/extérieure. Un mécanisme intracellulaire
permettant la séparation des domaines cytoplasmiques des intégrines semble responsable pour la
modification de conformation extracellulaire (Takagi et al., 2002 \ Kim et al., 2003). La liaison d'un
antigéne, de chimiokines ou de cytokines via des récepteurs cellulaires spécifiques induit une
cascade signalétique a l'intérieur de la cellule entrainant une modification de la région cytoplasmique
des integrines. Cela résulte en une transformation des intégrines qui passent d'une forme repliée a
faible affinité pour leur ligand & une forme dépliée de haute affinité (Xiong et al., 2001 ; Laudanna et
al., 2002 ; Dustin et al., 2004 ; Xiao et al., 2004; Luo et Springer, 2006 ; Luo et al., 2007). Les
chimiokines les mieux connues pour activer les intégrines sont RANTES, MIP-1a, MIP-1B, IP-10 et
IL-8 (Baggiolini et al., 1997 ; Baggiolini, 1998). En plus de la signalisation intérieure/extérieure
nécessaire pour réguler I'affinité des intégrines, leur liaison avec leurs ligands induit une signalisation
extérieure/intérieure (Smith, 2008). Plusieurs liaisons d'intégrines avec leurs ligands exigent la
présence d'ions bivalents tels que Mg?* et Ca** (Fabbri et al., 1999 ; Luo et Springer, 2006).

En plus de se lier aux ligands mentionnés dans le Tableau Il, certaines intégrines peuvent également
interagir avec d'autres molécules de la MEC (laminine, fibronectine, fibriline, néphronectine,
thrombospondine), avec d'autres molécules d‘adhésion de la famille des Ig (ICAM-4), avec des
pathogénes (Plasmodium falciparum, rhinovirus), avec des enzymes membranaires (de la famille des
ADAM), avec des enzymes solubles (MMP2, TIMP-1, plasminogéne) ou avec des facteurs solubles
(CD171, connective tissue growth factor, Cyr61, ESM-1, LAP-TGFB, VEGF-C, VEGF-D). (Humphries
et al., 2006).
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Tableau II: Liste des principales intégrines impliquées dans le recrutement leucocytaire ainsi

que leur distribution et leurs principaux ligands.

Molécule d’adhésion Distribution Principaux ligands
{(synonyme)
a1B1 (VLA-1, CD49a/CD29) Lymphocyte, monocyte Collagéne
o2f1 (VLA-2, GPla, Lymphocyte, monocyte Collagéne

CD49b/CD29)

o4p1 (VLA-4, CD49d/CD29)

Lymphocyte, monocyte,
éosinophile, neutrophile

VCAM-1, fibronectine, JAM-B

04B7 (LPAM-1)

Lymphocyte, monocyte,
cellule NK

MAdCAM-1, fibronectine

05B1 (VLA-5, CD49e/CD29)

Lymphocyte T, monocyte,
neutrophile

Fibronectine

06B1 (VLA-6, GPIc,
CD491/CD29)

Lymphocyte T, monocyte,
neutrophile

Laminine

a9B1

Neutrophile

VCAM-1, tenascine, osteopontine

oEB7 (HML-1)

Lymphocyte T intra-épithélial

E-cadhérine

olLp2 (LFA-1, CD11a/CD18)

Lymphocyte, cellule NK,
monocyte, macrophage,
neutrophile, ceiluie

dendritique, éosinophile

ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, ICAM-5, JAM-A

aMp2 (Mac-1, CR3,

Neutrophile, monocyte,

ICAM-1, iC3b, fibrinogéne, héparine,

CD11b/CD18) macrophage, cellule NK, JAM-C, plusieurs autres
éosinophile, certain
lymphocyte T
* Principalement sur les
cellules myéloides
oaXp2 (CR4, p150,95, Monocyte, macrophage, iC3b, ICAM-2, VCAM-1, fibrinogéne,
CD11¢c/CD18) celiule NK, cellule dendritique, | héparine, plusieurs autres
neutrophile
aDp2 (CD11d/CD18) Monocyte, macrophage, ICAM-3, VCAM-1
éosinophile, neutrophile
allbp3 Plaquette Fibrinogéne
aVB3 Neutrophile Vitronectine, CD31, fibronectine,

tenascine

(Fabbri et al.,, 1999 ; Kelly et al., 2007 ; Luo et al,, 2007 ; Smith, 2008) VLA, very late antigen; LFA,
lymphocyte function antigen; NK, natural killer; LPAM, lymphocyte Peyer's patch adhesion molecule; MAACAM,
mucosal addressin cell adhesion molecule; ICAM, intercellular adhesion molecule; VCAM, vascular cell adhesion
molecule; JAM, junctional adhesion molecule; iC3b, un élément du systeme compiément.
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L'importance cruciale des intégrines dans I'embryogenése et dans le développement d’une réponse
immunitaire est bien connue. En effet, les patients atteints du syndrome de LADI (leukocyte adhesion
deficiency type 1) ont une mutation génétique engendrant une production d'intégrine B2 non
fonctionnelle. Ces patients sont sujets & davantage de complications suite aux infections et leur
réparation tissulaire est déficiente (Anderson et Springer, 1987 ; Gallin, 1985). Chez les souris, cette
maladie est caractérisée par une réduction de I'extravasation leucocytaire (Grabbe et al.,v 2002). Le
syndrome de LADIII est également reconnu pour étre causé par un déréglement au niveau des
intégrines. Dans ce cas-ci, les intégrines 1, B2 et B3 sont exprimées, mais elles n‘accomplissent pas
leur fonction, supposément da & un probléme de signalisation intérieure/extérieure (Etzioni et Alon,
2004 ; Kuijpers et al., 2007). L'absence de certaines intégrines (a4 et a5) est méme létale lors du
développement embryonnaire de souris (Fabbri et al., 1999 ; Bouvard et al., 2001 ; Bokel et Brown,
12002).

En plus de leur réle dans la migration leucocytaire et dans le développement embryonnaire, les
intégrines sont impliquées dans la coagulation sanguine initiée par les plaquettes, dans Ia
transmission de signaux bidirectionnels & travers la membrane plasmique, dans la production des
adhérences focales et dans la production d’hémidesmosomes (Luo et Springer, 2006 ; Wilhelmsen et
al., 2007 ; Wang et al., 2008).

3.3.2- Les molécules d'adhésion de la superfamille des Ig

La superfamille des immunoglobulines (Ig) forme un groupe trés vaste comprenant des protéines
membranaires ainsi que des protéines sécrétées. Elle comprend les récepteurs d'antigéne et leurs
molécules accessoires (anticorps, récepteur antigénique des lymphocytes T et B, les chaines du
complexe CD3 vy, - et —¢, CD79a, CD79b), les co-récepteurs CD4, CD8, et CD19, et les molécules
de co-stimulation et de co-inhibition du systéme immunitaire telles que CD28, CD80 et CD86. Cette
famille comprend également les protéines du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe |
et Il responsable de la présentation des peptides antigéniques de méme que la beta-2 microglobuline
associee a la chaine du CMH |, les récepteurs de cytokines et de facteurs de croissance (e.g. IL-1R-
1, IL-1R-2, PDGFR, IL-6R-alpha) ainsi que les molécules d'adhésion (CD2, CD48, JAMs, ICAMs,
VCAM-1, CD31, CD171). Le point commun entre les protéines de cette superfamille est la présence
de domaines d'immunoglobuline (Ig) qui sont caractérisés par une structure secondaire composée de
plusieurs feuillets B. Les molécules ICAM-2, ICAM-4, MAdCAM-1 et les JAMs possédent ainsi 2
domaines d'immunoglobuline, alors que d'autres molécules comme ICAM-1 et ICAM-5 en
contiennent 5 tandis que la forme humaine de VCAM-1 en comporte 6 ou 7, selon I'épissage
alternatif du géne (Wang et Springer, 1998 ; Smith, 2008).
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Tableau Ill:

Liste des principales molécules d’adhésion de

la superfamille des

immunoglobulines impliquées dans le recrutement leucocytaire ainsi que leur
distribution et leurs principaux ligands.

Molécule d’adhésion
(synonyme)

Distribution

Principaux ligands

ICAM-1 (CD54)

Cellule endothéliale, cellule
épithéliale, leucocyte,
fibroblaste, hépatocyte

olp2, aMp2

ICAM-2 (CD102)

Cellule endothéliale

olp2, aMB2, aXp2

ICAM-3* (CD50)

Leucocyte

alp2, aDp2

ICAM-4 (CD242, groupe
sanguin Landsteiner-Wiener)

Erythrocyte

alB2, oMB2, aXp2, aV4B3, ailbBf3, odpi

ICAM-5 (CD50, telencephalin)

Systéme nerveux central

alp2

VCAM-1 (CD106, INCAM-
110)

Endothélium, épithélium,
fibroblaste, cellule des
muscles lisses et de la moelie
osseuse

o4B1, a9B1, aXp2, aDLB2

MAdCAM-1

Cellule endothéliale

04p7, L-sélectine

PECAM-1 (CD31)

Cellule endothéliale,
leucocyte, fibroblaste,
plaquette

PECAM-1, aVB3, CD38

JAM-A (F11R, JAM1)

Endothéiium, épithélium,
plaquette, neutrophile,
lymphocyte, monocyte

oLp2, JAM-A

JAM-B (JAM2)

Endothélium

04B1, JAM-B, JAM-C

JAM-C (JAM3)

Endothélium

oMp2, JAM-B

(Wang et Springer, 1998 ; Fabbri et al., 1999 ; Jackson, 2003 ; Woodside et al., 2006 ; Kelly et al.,
2007 ; Smith, 2008) MAJCAM, mucosal addressin cell adhesion molecule; ICAM, intercellular adhesion
molecule; VCAM, vascular cell adhesion molecule; JAM, junctional adhesion molecule.

* non exprimée chez les souris.

Dans la section qui suit, nous nous attarderons aux molécules d'adhésion principales de la famille

des Ig qui participent au recrutement leucocytaire. Le Tableau Il résume les différentes interactions

entre ces principales molécules d’adhésion de la superfamille des Ig et leurs ligands respectifs.

ICAM-1 est 'une des premiére MAC caractérisée. Elle est exprimée constitutivement en faible

concentration sur les cellules endothéliales, les cellules épithéliales, les fibroblastes, les leucocytes,

les kératinocytes, les hépatocytes et les cellules de muscles lisses (Wang et Springer, 1998 ;

Finnegan et Roebuck, 1999). Cependant, I'acide rétinoique, certaines infections virales, le stress

oxydatif et des cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1B (interleukin-1p), TNF-a (tumor necrosis

factor-o) et IFN-y (interferon-y) entrainent une augmentation de son expression a la surface des

cellules endotheliales activées (Shrikant et al., 1994 ; Ballesta et Benveniste, 1995 ; Bassi et al., 1995
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; Finnegan et Roebuck, 1999). La combinaison des cytokines TNF-a et IFN-y a un effet synergique
sur I'expression de ICAM-1 (Jahnke et Johnston, 1995). L'expression de ICAM-1 est régulée au
niveau de la transcription du géne (Finnegan et Roebuck, 1999). Des molécules anti-inflammatoires
telles que des glucocorticoides, TGF-B, IL-4 et IL-10 empéchent I'augmentation d'expression de
ICAM-1 (Renkonen et al., 1992 ; Shrikant et al., 1996 ; Song et al., 1997). En plus d'étre nécessaire a
l'efficacité du recrutement leucocytaire, ICAM-1 sert de molécule de co-stimulation pour activer les
lymphocytes T (Zucherman et al, 1998). ICAM-1 exprimée constitutivement sur les cellules
épithéliales de la muqueuse nasale sert aussi de récepteur pour I'adsorption de rhinovirus (Sehti et
al., 1997). Des expériences avec des souris génétiquement déficientes pour le géne ICAM-1 ont
démontré que cette MAC joue un rdle prépondérant dans le recrutement leucocytaire (Xu et al.,
1994).

A linstar de ICAM-1, VCAM-1 est exprimée constitutivement sur les cellules endothéliales mais son
expression augmente considérablement suite & une stimulation des cellules endothéliales par des
cytokines inflammatoires (Bereta et al., 1993 ; Wang et Springer, 1998). VCAM-1 est constitutivement
exprimée sur les cellules endothéliales des veinules dans les ganglions lymphatiques (May et al.,
1993 ; Cook-Mills et al., 1996). Chez I'humain, deux isoformes de VCAM-1 ont été identifiées: soit la
forme intégrale qui contient 7 domaines d'lg (VCAM-1 7D) et la forme VCAM-1 6D résultant d’un
épissage alternatif dont le quatriéme domaine est absent (Hession et al., 1991). La forme intégrale
est celle la plus exprimée & la surface des celiules (Hession et al., 1991). VCAM-1 subit un clivage
protéolytique en présence d'enzyme telle que TACE, la cathepsine G et I'élastase neutrophile
(Lévesque et al,, 2001 ; Garton et al., 2003). Malgré que la fraction soluble de VCAM-1 6D ait une
plus grande affinité que la fraction soluble de VCAM-1 7D pour l'intégrine oup., la forme intégrale de
VCAM-1 est davantage impliquée dans le recrutement leucocytaire via I'adhésion ferme (Woodside et
al., 2006). La liaison de VCAM-1 avec l'intégrine a4B & la surface d'un leucocyte entraine une
cascade signalétique dans la cellule endothéliale ot la NADPH oxydase tiendra éon role. En effet,
l'activation des NADPH oxydases présentes dans la membrane plasmique des cellules endothéliales
génére la libération de ROS (reactive oxygen species) qui activent les MMPs présentes & la surface
des leucocytes et des cellules endothéliales (Matheny et al., 2000 ; Tudor et al., 2001). L'action des
MMPs permet alors aux leucocytes de franchir la barriére que forment les cellules endothéliales
(Cook-Mills, 2002). En plus d'étre nécessaire pour un recrutement leucocytaire efficace, VCAM-1 est
essentielle lors du développement embryonnaire (Gurtner et al., 1995).

ICAM-2 est une molécule possédant une forte homologie avec ICAM-1. Elle est exprimée
constitutivement sur I'ensemble des cellules endothéliales ainsi que sur certains leucocytes et sur les
plaquettes (deFougerolles et al, 1991 ; Smith, 2008). A linverse de VCAM-1 et de ICAM-1,
cependant, les cytokines pro-inflammatoires TNF-a. et IL-1B réduisent I'expression de ICAM-2 et
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entrainent sa redistribution hors des jonctions endothéliales (McLaughlin et al., 1998). En plus de se
lier & ces intégrines spécifiques, ICAM-2 peut également interagir avec le récepteur DC-SIGN
(dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin) des cellules dendritiques contribuant ainsi au
recrutement leucocytaire (Staunton et al., 1989 ; Xie et al., 1995 ; Geijtenbeek et al., 2000). L'équipe
de Huang a récemment démontré que ICAM-2 pouvait se lier & d'autres ICAM-2 (Huang et al.,
2005b). Les interactions engendrées par ICAM-2 semblent aussi jouer un réle dans I'angiogenése
(Dejana et al., 2001 ; Huang et al., 2005b). Contrairement & ICAM-1, cependant, le role d'ICAM-2
dans le recrutement leucocytaire semble négligeable.

MAdCAM-1 est exprimée sur des cellules endothéliales de tissus spécialisés tels que les veinules
des plaques de Peyer’s, des ganglions lymphatiques, du cerveau, des glandes mammaires lors de la
lactation ainsi que les veinules des laminas proprias (Nakache et al., 1989 ; Sikorski et al., 1993 ;
Oshima et al., 2001). L'expression de MAJCAM-1 augmente suite & une stimulation par des
cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a et IL-1B (Volpes et al., 1992 ; Ando et al., 2007). En
plus de se lier a l'intégrine a4p7, MAACAM-1 peut servir de ligand pour la L-sélectine (Fabbri et al.,
1999 ; Rosen, 2004).

PECAM-1 est exprimée en forte densité a la surface des cellules endothéliales, particuliérement dans
les jonctions latérales. PECAM-1 se retrouve égalerﬁent, mais a plus faible densité, sur les plaquettes
et différents leucocytes (Jackson et al., 1997; Hua et al., 1998). Ses ligands sont I'intégrine aVB3 et
CD38 ainsi qu'une autre molécule PECAM-1 (Newman, 1997). Une particularité intéressante de
PECAM-1 est son motif ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) dans la région
cytoplasmique. Cette région protéique attire et active les tyrosines phosphatases engendrant ainsi
une fonction inhibitrice (Henshall et al., 2001 ; Newman et al., 2001).

JAM-A se retrouve a la jonction intercellulaire sur les cellules endothéliales et épithéliales (Martin-
Padura et al., 1998). Cette protéine est également exprimée & la surface des plaquettes et de
certains leucocytes (Malergue et al, 1998). Elle participe & I'extravasation des leucocytes, a
l'activation des plaquettes ainsi qu'a I'adhésion entre les cellules endothéliales pour permettre la
formation d'un tissu (Bazzini, 2003).

Il existe plusieurs autres molécules d'adhésion dans la superfamille des Ig. Le but de cette section
était donc de n’en donner qu'un apergu pour étre en mesure de concevoir le phénomeéne de
recrutement leucocytaire qui nécessite l'interaction de plusieurs molécules d’adhésion. La prochaine
section portera sur la troisiéme et derniére famille de molécules d'adhésion importantes pour le
recrutement leucocytaire. Il s'agit des sélectines, le groupe de molécules d'adhésion impliqué dans
les premiéres étapes du processus d'adhésion vasculaire. '
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3.3.3- Les sélectines

C'est en étudiant le principe de retour aux foyers ("homing”) des lymphocytes dans les années 1960
que la présence des sélectines a été établie (Gowans et Knight, 1964). Trois sélectines ont été
identifices : la P-sélectine, retrouvée a la surface des plaquettes et des cellules endothéliales
(Stenberg et al., 1985 ; Berman et al., 1986 ; Bonfanti et al., 1989 ; McEver et al., 1989); la E-
selectine, exprimée presqu'exclusivement & la surface des cellules endothéliales (Cotran et al., 1986
; Kansas, 1996 ; Reynolds et al., 2006); et la L-sélectine, exprimée & la surface de leucocytes
(Ohgama et Onoe, 1992). Les trois sélectines jouent des rdles importants dans la premiére étape du
recrutement leucocytaire. La P-sélectine, de par son expression rapide et sa longueur, est la
sélectine initialement sollicitte (Mayadas et al., 1993). La E-sélectine, quant a elle, augmente cette
adhésion des leucocytes (Frenette et al., 1996 ; Kunkel et Ley, 1996). Finalement, la L-sélectine a un
réle subséquent aux deux premiéres sélectines (Jung et Ley, 1999). Le roulement leucocytaire
engendré par la L-sélectine est 7 & 12 fois plus rapide que les roulements produits par la E- et la P-
sélectine (Ley et Tedder, 1995 ; Puri et al., 1997). Cette grande rapidité s'explique par la vitesse
élevee a laquelle la L-sélectine peut se dissocier et se lier 4 ses ligands (Rosen, 2004).

Les trois selectines sont composées d'un court domaine cytoplasmique constitué d'une quinzaine
d'acides aminés, d'un domaine transmembranaire et d'un long domaine extracellulaire de 318 acides
aminés pour la L-sélectine, de 546 acides aminés pour la E-sélectine ou 760 acides aminés pour la
P-sélectine. Le segment extracellulaire est constitué d'une section membrano-proximale, d'un certain
nombre de domaines structuraux, dont le nombre dépend de la sélectine, d'un domaine de type EGF,
et d'un domaine lectine de type C situé a I'extrémité amino-terminale. La L-sélectine est la seule a
disposer d'un site protéolytique spécifique dans la région membrano-proximale (Ivetic et Ridley,
2004). Le domaine lectine est responsable de la liaison aux groupements gucidiques spécifiques
présents sur les ligands des sélectines. La Figure 4 illustre les domaines principaux retrouvés chez
les 3 types de sélectines.

3.3.3.1- Les ligands des sélectines

Les ligands des sélectines sont des protéines transmembranaires hautement O-glycosylées et riches
en seérine et en thréonine (Kansas, 1996). Elles contiennent des motifs Sialyl Lewis X (sLe™) et Sialyl
Lewis A (sLe®) qui sont responsables de la liaison avec les sélectines (Kansas, 1996 ; Rosen, 2004).
De plus, des modifications post-traductionnelles comme la sulfatation et la fucosylation des
carbohydrates sur les ligands sont nécessaires pour induire la liaison avec les sélectines (Hiraoka et
al., 1999 ; Rosen, 2004). Parmi les ligands principaux, on retrouve PSGL-1 (P-selectin glycoprotein
ligand-1 ou CD162), qui contient le tétrasaccharide sialylé, sLeX, lequel peut se lier aux trois
selectines. PSGL-1 est exprimé & la surface des neutrophiles, des monocytes, des cellules NK et de
certaines sous-populations de lymphocytes (Sako et al., 1993 ; Moore et al., 1994; Zanettio et al.,
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1995 ; Kansas, 1996 ; Spertini et al., 1996 ; McEver et Cummings, 1997 ; Fabbri et al., 1999). Le

Tableau IV résume les principaux ligands des sélectines.

TR

D OIIDIIIIIIINIS

E-sélectine

cellule endothélial:é;é

Figure 4 : Représentation des sélectines schématisant leur structure et leur distribution.

Cette figure illustre la présence de la L-sélectine & la surface des leucocytes alors que la P-sélectine
et la E-sélectine sont exprimées a la surface des cellules endothéliales. La P-sélectine est également
emmagasinée dans les corps de Weibel-Palade a l'intérieur des cellules endothéliales. La L-sélectine
possede un domaine cytoplasmique, un domaine transmembranaire, un domaine mebrano-proximal,
deux domaines structuraux répétés, un domaine EGF et un domaine lectine responsable des
liaisons. La P-sélectine et la E-sélectine possédent la méme composition a I'exception du nombre de
domaines structuraux répétés qui sont respectivement de 9 et 6. EGF, epidermal growth factor.

Tableau IV: Liste des sélectines impliquées dans le recrutement leucocytaire ainsi que leur
distribution et leurs principaux ligands.

Molécule d’adhésion
(synonyme)

Distribution

Principaux ligands

L-sélectine (CD62L)

Lymphocyte, neutrophile,
éosinophile, monocyte

GlyCAM-1, CD34, MAdCAM-1, PSGL-1
(CD162), PCLP, Sgp200, endomucine,
endoglycan, glycoprotéine avec sLeX

E-sélectine (CD62E, ELAM-1)

Lymphocyte, monocyte

CD44, CD43, PSGL-1 (CD162), ESL-1,
CLA, glycoprotéine avec sLeX

P-sélectine (CD62P, GMP-
140, PADGEM)

Lymphocyte, monocyte,
éosinophile, neutrophile

PSGL-1 (CD162), CD24, glycoprotéine
avec sLeX

(Zhou et al., 1991 ; Fabbri et al., 1999 ; Kelly et al., 2007 ; Smith, 2008) ELAM, endothelial leukocyte
adhesion molecule; GMP, granule membrane protein; PADGEM, platelet activation-dependent granule to
external membrane protein; GlyCAM, glycosylation-dependent cell adhesion molecule; MAJCAM, mucosal
addressin cell adhesion molecule, PSGL, P-selectin glycoprotein ligand; sLeX, sialyl Lewis X ; PCLP,
podocalyxin-like protein; Sgp, sulfated glycoprotein; ESL, E-selectin monospecific ligand.
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3.3.3.2- La P-sélectine

L'expression de la P-sélectine est finement régulée. Elle augmente ainsi rapidement & la surface des
cellules endothéliales et des plaquettes suite a une activation, car une grande quantité de P-sélectine
est emmagasinée dans les corps de Weibel-Palade & I'intérieur des cellules endothéliales et dans les
granules-alpha a l'intérieur des plaquettes (Hattori et al., 1989 ; McEver et al., 1989 ; Geng et al.,
1990). Ces vésicules de stockage fusionnent avec la membrane plasmique aprés activation des
cellules permettant ainsi 'augmentation rapide de I'expression de la P-sélectine. Cette augmentation
rapide de I'expression de la P-sélectine a la surface des cellules endothéliales s'effectue notamment
en réponse a des médiateurs inflammatoires comme I'histamine, la thrombine, |a fibrine, le facteur de
permeéabilité vasculaire, I'élément du complément C5b9, du LPS, des oxydants et des cystéinyl-
leucotriénes (Spertini et al., 1996 ; Kubes, 2002). L'expression de la P-sélectine est aussi régulée au
niveau de la transcription'. En effet, une activation par le TNF-a, IL-1, IL-4 ou LPS induit la
transcription du géne P-sélectine dans les cellules endothéliales murines (Pan et al., 1998). Cette
activation nécessite la présence de IL-4 ou IL-13 sur les cellules endothéliales humaines (Yao et al.,
1996 ; Woltmann et al., 2000). Cette différence de médiateurs requis est due a la dissemblance des
promoteurs de P-sélectine entre les deux espéces. Une fois exprimée dans la lumiére vasculaire par
les cellules endothéliales, la P-sélectine peut se lier & son ligand PSGL-1. Cette liaison permet
l'interaction entre les cellules immunitaires et I'endothélium activé (Geng et al., 1990). Le roulement
engendré par la P-sélectine semble complétement dépendant de la présence de PSGL-1 (Moore et
al., 1995) malgré I'existence de d'autres ligands pour la P-sélectine tels que CD24 (HSA, ‘heat stable
antigen’ chez la souris), le glycolipide SGNL (3-sulfo-glucoronyl-neolactose) et des sulfatides (Aruffo
et al., 1991 ; Needham et Schnaar, 1993 ; Sammar et al., 1994 ; Aigner et al., 1995 ; Aigner et al.,
1997). De plus, une fois exprimée par les plaquettes, la P-sélectine peut se lier 8 PSGL-1 a la surface
des leucocytes pour engendrer des interactions plaquettes/leucocytes (Larsen et al.,, 1989). Cette
interaction avec les plaquettes pourrait selon certains aider les leucocytes & adhérer aux
endothéliums actives, car les plaquettes activées présentes dans les sites d'inflammation peuvent
recruter davantage de leucocytes portant PGSL-1 (McEver et Cummings, 1997). De plus, les
importantes agregations plaquettes/leucocytes semblent étre plus sujettes & I'arrét dans les petits
vaisseaux sanguins (Kubes, 2002 ; Pitchford et al., 2005 ; Zarbock et al., 2006).

3.3.3.3- La E-sélectine

La E-sélectine (CD62E), tout comme la P-sélectine, est exprimée a la surface des cellules
endothéliales suite & une activation, bien que l'induction de son expression soit moins rapide
comparativement a la P-sélectine, étant donné que son expression de novo nécessite la transcription
du géne et la traduction de I'ARNm (Read et al., 1997). En réponse & des produits bactériens et des
cytokines pro-inflammatoires comme IL-18 et TNF-a, I'expression maximale de la E-sélectine est
ainsi observée une a quatre heures aprés la stimulation (Ye et al., 1995 ; Spertini et al., 1996).
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Comme les autres sélectines, la E-sélectine se lie au PSGL-1, mais également 4 CD43, CD44, ESL-1
(E-selectin ligand-1), CLA (cutaneous leukocyte antigen) et & la L-sélectine sur les neutrophiles
humains (Yang et al., 1990 ; Asa et al., 1995 ; Steegmaier et al., 1995 ; Zéliner et al., 1997 ; Fabbri et
al., 1999 ; Fuhlbrigge et al., 2006 ; Hidalgo et al., 2007). La E-sélectine permet donc & certains
monocytes et cellules T mémoires d'adhérer a I'endothélium activé (Carlos et al., 1991 ; Shimizu et
al., 1991).

4- Lal-sélectine

4.1- Les caractéristiques générales de la L-sélectine

La présence de la L-sélectine a été décelée dans les années 1970 gréce notamment & un test
d'adhésion in vitro ol des lymphocytes interagissaient avec une coupe tissulaire de ganglion
lymphatique et & la génération d'une série d'anticorps monoclonaux visant & identifier les molécules
d'adhésion responsables des interactions intercellulaires entre les HEV et les lymphocytes (Stamper
et Woodruff, 1976 ; Gallatin et al., 1983). L'utilisation de I'anticorps MEL-14, un anticorps monoclonal
spécifigue au site fonctionnel de la L-sélectine, a permis d'identifier la L-sélectine et de la cloner
(Gallatin et al., 1983). Un autre anticorps, MECA-79, quant & lui, bloque également la capacité de
liaison de la L-sélectine, car cet anticorps s'associe aux ligands de la L-sélectine ayant le motif Sialyl
Lewis (CD15) (Streeter et al., 1988 ; Hemmerich et al., 1994b).

La L-sélectine (CD62L) a aussi porté les appellations : LECAM-1 (leukocyte-endothelial cell adhesion
molecule-1), LEC.CAM-1, LNHR, PLNHR, hLHRc, LYAM1, MEL 14-Ag, gp90MEL-14, gp100MEL-14,
Leu-8, Ly-22, DREG 56, TQ-1 ainsi que LAM-1 {leukocyte adhesion molecule-1) (Rainer, 2002). |l
s'agit de la plus courte des trols sélectines, avec seulement deux domaines structuraux
extracellulaires. La molécule de L-sélectine a une masse moléculalre de départ d'environ 42 kDa, qui
peut atteindre 74 & 95 kDa suite & sa glycosylation. Cette protéine est exprimée de maniére
concentrée a la surface des extrémités des microvillosités (Erlandsen et al., 1993). Cette distribution
de la L-séleqtine a l'extrémité des villosités favorise les bontacts initiaux lors du recrutement
leucocytaire (von Andrian et al., 1995). On la retrouve ainsi a la surface de la plupart des leucocytes,
incluant les neutrophiles, les cellules NK, les monocytes, les lymphocytes B et T, les éosinophiles et
certaines cellules hématopoiétiques immétures et précurseurs (Gallatin et al., 1983 ; Finger et al.,
1996a).

4.2- Les ligands de la L-sélectine
Dés les années 1960, des hydrates de carbone & la surface des cellules endothéliales étaient
soupgonnés d’engendrer les interactions avec les lymphocytes pour permettre le “homing” (Gesner
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et Ginsburg, 1964). En fait, les modifications post-traductionnelles jouent un réle clé dans les
interactions intercellulaires, notamment via la L-sélectine. Ainsi, en 1980, les résultats d'une étude
indiquaient que des molécules sulfatées jouaient un réle important dans la migration des lymphocytes
(Andrews et al., 1980). Puis en 1985, une équipe démontrait que la L-sélectine se lie a ses ligands
via I'acide sialique (Rosen et al., 1985). A présent, il est bien établi que la majorité des ligands de la
L-selectine sont des sialomucines, c'est-a-dire des glycoprotéines sialylées possédant plusieurs
résidus thréonine (Thr) et sérine (Ser) O-glycosylés, et que les tétrasaccharides Sialyl Lewis X (sLe¥)
et Sialyl Lewis A (sLe") présents dans les ligands sont responsables de la liaison avec les trois types
de sélectines (Brandley et al., 1990 ; Poppe et al., 1997 ; Fukuda et al., 1999).

Ces modifications post-traductionnelles régulent I'affinité des ligands envers les sélectines (McEver et
al., 1995 ; Rosen et Bertozzi, 1996 ; Feizi et Galustian, 1999). La sialylation, la fucosylation et la
sulfatation des motifs sLe*™ sont en effet nécessaires pour rendre les ligands fonctionnels a une
liaison avec la L-sélectine (Andrews et al., 1982 ; Imai et al., 1991 ; Imai et al., 1993 : Maly et al.,
1996 ; Bistrup et al., 1999 ; Galustian et al., 2002 ; Lowe, 2002 ; van Zante et Rosen, 2003 ; Rosen,
2004). Les modifications post-traductionnelles que I'on retrouve au niveau des ligands de la L-
selectine sont primordiales pour que le “homing” soit efficace (Rosen et al., 1985 : Homeister et al.,
2001 ; van Zante et Rosen, 2003 ; Rosen, 2004). Aucun des ligands de la L-sélectine ne semble
cependant essentiel pour le “homing” des lymphocytes, car I'absence d'un ligand donné peut étre
compensée par les nombreux autres ligands alternatifs (Suzuki et al., 1996 ; Rosen, 1999). De plus,
certains ligands de la L-sélectine ne semblent pas interagir avec MECA-79, et demeurent également
a étre caractérisés (Clark .et al., 1998 ; Rosen, 2004). Il est cependant difficile d'établir précisément
quels sont les véritables implications des différents ligands de la L-sélectine car les études in vitro ne
reproduisent pas avec exactitude le milieu biologique initial et que les ligands varient selon les
organes et les espéces (Varki, 1997 ; Sassetti et al., 1998 ; Rosen, 2004).

4.2.1- GlyCAM-1

GlyCAM-1 est une protéine transmembranaire exprimée principalement sur les cellules endothéliales
et qui a été identifiée comme étant un ligand potentiel pour la L-sélectine via les O-glycans présents
sur certaines glycoformes de cette mucine (Lasky et al., 1992 ; Hemmerich et al., 1995). ‘Une
sialylation, une sulfatation et probablement une fucosylation des oligosaccharides de GlyCAM-1 sont
nécessaires pour permettre la liaison avec la L-sélectine (Rosen et al., 1985 : Imai et al., 1992 ; Imai
et al, 1993). Comme la plupart des MAC intercellulaires, GlyCAM-1 se retrouve en grande
concentration sous forme soluble dans le sérum (Brustein et al, 1992 ; Kikuta et Rosen, 1994 ;
Singer et Rosen, 1996). Cette fraction soluble peut se lier 4 la L-sélectine et empécher alors les
interactions avec les autres ligands a la surface des endothéliums (Brustein et al., 1992 : Hoke et al.,
1995).
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4.2.2- MadCAM-1

MAdCAM-1 est une autre molécule transmembranaire identifié¢e comme étant un ligand de la L-
sélectine permettant le roulement des lymphocytes (Berg et al., 1993). Les caractéristiques de cette
molécule ont déja été présentées dans une section précédente, car ce ligand fait partie de la
superfamille des immunoglobulines et qu'il se lie également a I'intégrine a4p7 (Berlin et al., 1993).

4.2.3- Les ligands de la famille de type CD34

La sialomucine transmembranaire CD34 est exprimée par la majorité des cellules endothéliales et
des précurseurs hematopoiétiques (Baumheter et al., 1993 ; Puri et al., 1995 ; Young et al., 1995). La
structure de CD34 consiste en un large domaine de type mucine & I'extrémité N-terminale, suivi d'un
domaine contenant des disulfides, puis de domaines transmembranaires et cytoplasmiques (Young
et al, 1995). CD34 est présente sous deux formes, et seule celle exprimée par les cellules
endothéliales des HEVs (high endothelium venules) et des tissus enflammés peut interagir avec la L-
sélectine (Renkonen et al., 2002 ; Satomaa et al., 2002 ; Rosen, 2004). Cela s'explique probablement
par la présence de modifications post-traductionnelles spécifiques puisque des études ont démontré
que la sulfatation et la sialylation de ce ligand sont nécessaires pour que la L-sélectine se lie &8 CD34
a la surface des HEVs porcins (Shailubhai et al., 1997).

PCLP-1 (podocalyxin-like protein 1) est également une sialomucine possédant de multiples sucres.
Elle porte aussi le nom de podocalyxine, de thrombomucine et de MEP21 (Myb-Ets-tranformed
progenitor 21) (Doyonnas ef al., 2001). La structure et le patron de distribution de cette protéine sont
grandement similaires & CD34 (Kershaw et al., 1997 ; Sasseti et al., 1998). En plus de se retrouver 4
la surface des cellules endothéliales, la podocalyxine est également exprimée a la surface des
podocytes de la membrane de filtration glomérulaire ainsi que sur les cellules mésothéliales, les
plaquettes et les cellules souches hématopoiétiques (Kerjaschki et al., 1984 ; Horvat et al., 1986 ;
McNagny et al., 1997 ; Hara et al., 1999 ; Miettinen et al, 1999). Sur les HEVs humains, la -
podocalyxine est reconnue par |'anticorps MECA-79 et elle posséde une masse moléculaire d’environ
160 kDa (Sassetti et al., 1998 ; Doyonnas et al., 2001).

L'endoglyean & la surface des lymphocytes B, des lymphocytes T, des monocytes périphériques, de
precurseurs hématopoiétiques, de cellules de muscles lisses et de cellules d’endothélium vasculaire
est également un ligand pour les sélectines malgré son absence d'affinité pour I'anticorps MECA-79
(Sassetti et al., 2000 ; Fieger et al., 2003 ; Kerr et al., 2008). Ce ligand a été cloné a cause de
homologie de sa séquence cytoplasmique avec celles de CD34 et de podocalyxine (Sassetti et al.,
2000). La structure générale de I'endoglycan est donc similaire & celle de CD34 et de podocalyxine,
ce qui explique en partie leur -regroupement exclusif pour former la famille de type CD34. Le
mécanisme de liaison de I'endoglycan avec la L-sélectine est semblable & celui utilisé par PSGL-1.
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L'endoglycan est un protéoglycan modifié par des chaines de sulfate de chondroitine. Sa région N-
terminale de 171 acides aminés contient de nombreux résidus anioniques ainsi que deux résidus

tyrosine (Tyr) qui peuvent subir une sulfatation (Fieger et al., 2003).

4.2.4- PSGL-1

La L-sélectine posséde également des ligands a la surface des leucocytes. En effet, la P-sélectine et
la E-sélectine partagent leur ligand, PSGL-1, avec la L-sélectine (Guyer et al., 1996). PSGL-1 est une
sialomucine homodimérique d'environ 240 kDa portant le motif SeL* O-glycosylé (Moore et al., 1992 ;
Moore et al., 1994). Ce ligand posséde aussi plusieurs résidus tyrosine (Tyr) sulfatés & 'extrémité N-
terminale nécessaires pour accomplir sa fonction d'adhésion aux sélectines (Pouyani et Seed, 1995 ;
Sako et al., 1995). PSGL-1 est localisée & la surface des microvillosités de la majorité des leucocytes
(Zanettio et al., 1995 ; Spertini et al., 1996). L'interaction entre PSGL-1 et la L-sélectine peut donc
produire des liaisons interleucocytaires. Malgré le fait que la L-sélectine ait beaucoup moins d'affinité
pour PSGL-1 que la P-sélectine, I'association L-sélectine/PSGL-1 pourrait accentuer le recrutement
leucocytaire aux sites d'inflammation en permettant aux leucocytes en circulation d'adhérer aux
leucocytes recouvrant déja I'endothélium (Alon et al., 1996 ; Spertini et al., 1996 ; Tu et al., 1996 ;
Walcheck et al., 1996). Ce principe nommé «seconde capture» est controversé, car plusieurs études
in vivo ne parviennent pas & démontrer ce phénomeéne (Kunkel et al., 1998 ; Mitchell et al., 2000).

4.2.5- Les autres ligands potentiels

L'endomucine est une sialomucine exprimée a la surface de la plupart des cellules endothéliales
(Morgan et al., 1999). Cette molécule pourrait également étre un ligand de la L-sélectine étant donné
son association avec l'anticorps MECA-79 (Samulowitz et al., 2002). En 2004, une étude a
effectivement permis d’établir que certaines formes d’endomucines exprimées par les HEVs peuvent
induire le roulement leucocytaire via la L-sélectine (Kanda et al., 2004).

Il existe aussi une glycoprotéine sulfatée de 200 kDa (Sgp200) qui semble servir de ligand pour la L-
selectine dans les HEVs murins, mais qui n'a pas encore été identifiée moléculairement (Hemmerich
et al, 1994 ; Bistrup et al., 1999). Les glycoprotéines de 65, 105 et 200 kDa interagissant avec
I'anticorps MECA-79 sont des ligands de la L-sélectine sur les HEVs humains qui restent & étre
caracterisées (Berg et al., 1991 ; Sassetti et al., 1998).

4.3- L'expression de la L-sélectine
4.3.1- Les stimuli entrainant une augmentation d’expression de la L-sélectine

Dans une revue de littérature publiée en 2002, Rainer mentionne que beaucoup de connaissances

doivent étre acquises sur la régulation de I'expression & la hausse de la L-sélectine (Rainer, 2002).

Voici les principales conclusions a ce sujet :
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- A la surface des lymphocytes B humains, I'expression de la L-sélectine augmente lors d'une
stimulation a linterféron-a ; ce stimulus semble engendrer cet effet en majeure partie via
I'augmentation du niveau de transcription du géne de la L-sélectine (Evans et al., 1993).

- A la surface des monocytes, I'adrénaline entraine une augmentation de I'expression de la L-
sélectine (Rainer et al., 1999).

- Les torsions engendrées par le flux sanguin semblent pouvoir provoquer une augmentation de
I'expression de la L-sélectine (Finger et al., 1996).

- Certaines techniques d'isolement/, de purification et de stockage cellulaire peuvent produire des
modifications de I'expression de la L-sélectine (Stibenz et Buhrer, 1994 ; Wikman et al., 1994 ; Macey
et al., 1995 ; Rainer, 2002).

4.3.2- Les modifications post-traductionnelles de la L-sélectine

Tout comme ses ligands et la plupart des MAC, la L-sélectine est une protéine glycosylée (Lowe,
2002). Plusieurs configurations de glycosylation semblent étre produites dépendamment du type
cellulaire, comme en témoigne le profil de masse moléculaire sur gel de polyacrylamide de L-
sélectines solubles isolées de neutrophiles, de lymphocytes et monocytes (Gfifﬁn et al., 1990 ;
Tedder et al., 1990 ; Prystas et al., 1993). La différence majeure se situe au niveau des sialylations
terminales (Fieger et al., 2000). Les polylactosamines jouent également un réle important dans la
glycosylation de la L-sélectine sur les neutrophiles et les fragments de la L-sélectine qui sont N-
glycosylés et non O-glycosylés (Fieger et al., 2000). De plus, sur un méme type cellulaire, la
glycosylation de la L-sélectine peut différer d’'une espéce animale a I'autre, ce qui explique que la L-
sélectine a la surface des neutrophiles humains puissent entrer en liaison avec la E-sélectine tandis
que la L-sélectine & la surface des neutrophiles murins n'en a pas la capacité (ZélIner et al., 1997).

4.4- | a région cytoplasmique de la L-sélectine

La forte différence de séquence d'acides aminés entre les domaines cytoplasmiques des sélectines
et 'nomologie des séquences des domaines cytoplasmiques de la L-sélectine entre la souris et
'humain ont éte les éléments initiateurs qui ont poussé a vérifier 'importance de cette région (Tedder
et al., 1989 ; Bevilacqua et Nelson, 1993). La courte région cytoplasmique (17 acides aminés) de la
L-selectine est effectivement essentielle pour accomplir les fonctions de cette molécule d'adhésion
(Ivetic et Ridley, 2004). Cette section tracera un portrait des réles accomplis par la région
cytoplasmique de la L-sélectine dans le roulement leucocytaire ainsi que dans le positionnement a la
surface des microvillosités et dans le clivage protéolytique de cette molécule.

Tout d'abord, le domaine cytoplasmique de la L-sélectine compte plusieurs sites de phosphorylation
-potentiels. Il a eté observé que certains de ces sites étaient phosphorylés via les PKC (protéines
kinases C) suite & des traitements avec des agents chimiotactiques, avec de la thrombine, des
agonistes de récepteurs d'IgE ou avec du PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) (Haribabu et al.,
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1997). En conséquence, la phosphorylation de sérines dans le domaine cytoplasmique suite a
l'activation des recepteurs d'agents chimiotactiques permet d’augmenter la force de liaison de la L-
sélectine avec ses ligands (Spertini et al., 1991 ; Haribabu et al., 1997). Donc, en plus de permettre
I'activation des intégrines pour induire une adhésion ferme, la stimulation des leucocytes par des
chimiokines entrainerait une phosphorylation des régions cytoplasmiques de la L-sélectine (Springer,
1995 ; Haribabu et al., 1997). Il s'agirait alors d'un autre mécanisme de régulation lors du recrutement

leucocytalre.

De fagon consistente avec ses résultats, il a été démontré que I'élimination des 11 acides aminés de
I'extrémité carboxyl terminal empéche l'adhésion des lymphocytes sur les HEVs in vitro et le
roulement leucocytaire dans les veinules in vivo (Kansas, et al., 1993 ; Dwir et al., 2001). Cette
delétion n'affecte cependant pas la reconnaissance entre la L-sélectine et ses ligands ni la
localisation de la L-sélectine a la surface des microvillosités (Kansas, et al., 1993 ; Pavalko et al.,
1995). Plusieurs études ont démontré la participation du cytosquelette d’actine dans I'adhésion
cellulaire via la L-sélectine (Kansas et al., 1993 ; Pavalko et al., 1995). Une délétion pourrait donc
entraver la liaison du cytosquelette avec la région cytoplasmique de la L-sélectine, ce qui aurait
comme conséquence d'inhiber I'adhésion intercellulaire.

Des études ont alors été menées pour vérifier avec quelles protéines le domaine cytoplasmique de la
L-séelectine se lie. Le domaine cytoplasmique de la L-sélectine est connu pour se lier 4 au moins trois
protéines différentes soit l'alpha-actinine, la calmoduline et des protéines du cytosquelette de la
famille des ERM (ezrine/radixine/moesine).

L'alpha-actinine se lie directement au domaine cytoplasmique de la L-sélectine et la délétion des 11
derniers acides aminés cytoplasmiques de la L-sélectine empéche cette liaison (Pavalko et al., 1995).
L'alpha-actinine a comme rdle de faire la jonction entre la L-sélectine et le cytosquelette d'actine et
cette association participe aux mécanismes qui conférent aux Ieucodytes la capacité de faire des
contacts initiaux ainsi que du roulement (Dwir et al., 2001 ; Ivetic et Ridley, 2004).

La calmoduline, une protéine intracellulaire dépendante du calcium, s'associe directement au
domaine cytoplasmique de la L-sélectine dans les leucocytes non activés (Kahn et al., 1998 ; Ivetic et
Ridley, 2004 ; Killock et al., 2009). Lors de I'activation leucocytaire, la calmoduline se détache de la
L-selectine et le clivage protéolytique de la L-sélectine s'en suit (Kahn et al., 1998). Une mutagenése
de deux acides aminés prés de la membrane cellulaire interne empéche la liaison de la calmoduline
avec la L-sélectine induisant ainsi une augmentation du clivage de la L-sélectine (Matala et al., 2001).
Lorsque liee a la L-sélectine, la calmoduline semble induire une conformation spéciale a la région
extracellulaire de la L-sélectine qui lui permet de résister au clivage protéolytique. En 2001, une
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publication avait pourtant fait part que la délétion de la totalité de la région cytoplasmique entrainait
une grande diminution du clivage (de 84% & 44%) induit par PMA, un activateur de certaines
isoformes de PKC (Zhao et al, 2001). Cette délétion entraine sGrement une modification dans la
conformation spatiale de la région extracellulaire de la L-sélectine qui lui procure ainsi une résistance,
malgré I'absence de liaison avec la calmoduline. La calmoduline régule également la protéolyse de

diverses autres protéines (Diaz-Rodriguez et al., 2000).

A I'encontre de la délétion de 11 acides aminés sur la région cytoplasmique de la L-sélectine qui ne
perturbe pas la localisation de la L-sélectine a la surface des microvillosités, d’autres recherches ont
pourtant indique qu'une délétion de 16 ou 17 acides aminés perturbe la localisation de la L-sélectine
sur les microvillosités (Bretscher et al., 2002 ; Ivetic et Ridley, 2004 : Killock et al., 2009). Cette
apparente contradiction s’explique du fait que les acides aminés supplémentairement enlevés entrent
normalement en liaison avec des protéines de la famille des ERM. Ces protéines font le pont entre
le domaine cytoplasmique de la L-sélectine et les filaments d'actine (lvetic et al., 2002; Ivetic et
Ridley, 2004c). Les études de I'équipe d'lvetic (lvetic et al., 2004b) témoignent de I'importance de
cette relation pour permettre la localisation de la L-sélectine sur les microvillosités et ainsi réguler le
roulement via la L-sélectine et le clivage protéolytique de la L-sélectine.

4.5- Le réle physiologique de la L-sélectine
4.5.1- Le réle physiologique de la L-sélectine dans I'activation intracellulaire

Lorsque la L-sélectine se lie & son ligand, cette molécule joue aussi un rdle dans la transmission de
messages a l'intérieur des neutrophiles pour réguler la libération de calcium intracellulaire, pour
induire des changements dans le cytosquelette, pour activer le clivage de la L-sélectine, pour
augmenter la production d'anion superoxide (O;’), pour activer la sphingomyélinase neutrale, pour
activer les MAP (mitogen-activated protein) kinases comme p38, pour accroitre la phosphorylation de
~ certaines protéines, pour stimuler I'adhésion des intégrines de type B1 et B2, pour activer la cascade
signalétique de Ras, pour activer le facteur de transcription NFAT (nuclear factor of activated T
lymphocytes), ainsi que pour augmenter I'expression de certains génes comme ceux de TNF-a. et
d'IL-8 (Laudanna et al., 1994 ; Waddell et al., 1994 ; Crockett-Torabi et al., 1995 ; Simon et al.,, 1995 :
Waddell et al., 1995 ; Bengtsson et al., 1996 ; Brenner et al., 1996 ; Hwang et al., 1996 ; Brenner et
al., 1997 ; Steeber et al., 1997 ; Brenner et al., 1998 ; Junge et al., 1999 ; Rizoli et al., 1999 : Brenner
et al., 2002). Due a I'absence d'activation de la L-sélectine, les cellules T CD4+ déficientes en L-
sélectine proliférent moins rapidement en culture que les cellules T CD4+ normales (Sauvage et al.,
2002).
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4.5.2- Le réle physiologique de la L-sélectine dans le recrutement leucocytaire

En plus d'étre responsable de la circulation ordonnée des lymphocytes vers les organes
lymphatiques secondaires pour ainsi assurer une activation efficace du systéme immunitaire, la L-
selectine joue également un rdle important dans le recrutement leucocytaire lors d'une réponse
inflammatoire (Lewinsohn et al., 1987 ; Ley et al., 1991 ; Michie et al., 1993 ; Smalley et Ley, 2005).
En effet, en absence de L-sélectine, le roulement des leucocytes sur I'endothélium vasculaire peut
étre assuré par la P-sélectine, mais il n'y a pas d'extravasation possible, car la liaison de la L-
sélectine avec un ligand est importante pour permettre aux leucocytes de suivre efficacement les
signaux chimiotactiques présents dans la MEC (Hickey et al., 2000). Des études supportent
'hypothése que la présence de ligands de la L-sélectine dans les régions extravasculaires pourraient
guider et/ou stimuler les lymphocytes dans leur migration au travers de la MEC (Streeter et al., 1988 ;
Hickey et al., 2000 ; Rosen, 2004).

Sur les microvalsseaux de certains organes comme le foie, les poumons et le coeur, les sélectines ne
semblent pas étre nécessaires pour qu'il y ait extravasation, car la lumiére vasculaire est tellement
petite que les leucocytes semblent adhérer sans méme avoir & faire du roulement (Wong et al.,
1997). Ces organes doivent étre constitués d’un environnement particulier, car en plus de ne pas
nécessiter de sélectines, le processus se déroule en aval de veinules postcapillaires (Irjala et al.,
2001).

4.5.2.1- Les études démontrant ['importance de la L-sélectine dans le recrutement leucocytaire

L'importance de la L-sélectine dans le récrutement leucocytaire a été établie grace a plusieurs
études. Premiérement, des expériences, in vitro et in vivo, utilisant I'anticorps MEL-14 dirigé contre la
region fonctionnelle de la L-sélectine et empéchant les interactions des leucocytes avec
I'endothélium, ont démontré que la L-sélectine est nécessaire pour que le processus de recrutement
leucocytaire solt efficace (Lewinshon et al., 1987 ; Jutila et al, 1989; Ley et al., 1991).
Deuxiemement, la génération de souris déficientes en L-sélectine (souris KOL) a permis de confirmer
limportance de la L-sélectine dans ['attachement initial et le roulement des leucocytes in vivo. Les
lymphocytes naifs exempts de L-sélectine ne peuvent pas se rendre dans les ganglions lymphatiques
périphériques ei certains auteurs s'entendent pour dire que les neutrophiles déficients en L-sélectine
n'ont pas la capacité de faire du roulement et d'entrer dans les sites d'inflammation (Arbonés et al.,
1994 ;| Tedder et al., 1995 ; Xu et al., 1996). Les cellules hématopoiétiques déficientes en L-sélectine
retrouvent leur capacité d'adhésion avec I'endothélium suite & une transfection avec de I'ADNc
codant pour la L-sélectine (Rainer, 2002). Troisiémement, les patients atteints du syndrome de LADII
(leukocyte adhesion deficiency type 2) ont une mutation génétique dans le géne qui code pour le
transporteur de guanosine diphosphate (GDP)-fucose, ce qui occasionne une diminution importante
de la fucosylation des glycostructures qui servent de ligands pour les sélectines. Le motif sLeX étant
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non fonctionnel, I'adhésion faible des leucocytes est réduite et le recrutement leucocytaire est donc
inefficace, rendant les sujets plus susceptibles aux infections (Helmus et al., 2006 ; Hellbusch et al.,

2007).

4.5.3- Le réle physiologique de la L-sélectine dans le développement embryonnaire

La L-sélectine joue un role dans I'implantation lors du développement embryonnaire (Genbacev et al.,
2003 ; Kao et al., 2003).

4.5.4- Le rdle physiologique de la L-sélectine dans I'agrégation leucocytaire

La L-sélectine peut engendrer de I'agrégation leucocytaire en initiant des interactions leucocyte-
leucocyte. La L-sélectine peut également engendrer des interactions leucocyte-cellule cancéreuse,
ce qui favorise le développement cancéreux. (Bargatze et al., 1994 ; Walcheck et al., 1996 ; Rosen,
2004) '

4.6- Le rdle de la L-sélectine dans le développement de pathologies
4.6.1- Implication de la L-sélectine dans les chocs septiques

Des études ont demontré que la L-sélectine a la surface des neutrophiles joue un réle dans
I'établissement d'un choc septique et dans le développement du. dysfonctionnement de multiples
organes suite a une infection microbienne (Ma et al., 1993 ; Mulligan et al., 1993 ; Mulligan et al.,
1994 ; McGill et al., 1996). Le systéme immunitaire induit ces effets néfastes et mortels en essayant
de se debarrasser du pathogéne établi de fagon systémique dans le sang ou dans les tissus
(Chandra et al., 2006). En effet, un traitement avec des anticorps monoclonaux anti-L-sélectine et
anti-E-sélectine réduit certains dommages causés par le systéme immunitaire suite & une infection
par Pseudomonas aeruginosa chez les porcs (Ridings et al., 1995). En 1998, une équipe prouve
cependant le contraire en démontrant qu'un tel traitement empire le développement de la septicémie
en termes de rapidité et d'envergure. En effet, les babouins Papio cynocephalus voient leur temps de
survie chuter suite & une infection par Escherichia coli lorsqu'ils ont été prétraités avec ces mémes
anticorps monoclonaux (Carraway et al., 1998). En 2005, une étude avec des rats explique la
divergence de ces études, en établissant que des anticorps bloquant le site de liaison de la L-
sélectine peuvent soit améliorer ou détériorer le sort des rats suite & une infection par Escherichia
coli, dépendamment de la localisation, dans le sang ou dans les tissus, du pathogéne (Haley et al.,
2003). En conclusion, il est évident que la L-sélectine peut jouer un réle dans le développement de

choc septique.
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4.6.2- Implication de la L -sélectine dans les réactions d’hypersensibilité

En 1996, une recherche démontrait I'mplication des ligands de sélectines dans les réactions
d’hypersensibilité¢ de type anaphylactique (Wada et al., 1996). Un inhibiteur de liaison des sélectines,
imitant leurs ligands, diminue en effet I'accumulation de neutrophiles dans les tissus des oreilles,
empéchant alors les réactions de peau qui dépendent des immunoglobulines (Ig) de type E. Chez les
moutons, la L-selectine est précisément impliquée dans les réactions d’hypersensibilité immeédiate
(hypersensibilité de type 1) face & des allergénes entrant en contact avec les poumons (Abraham et
al., 1999). L'utilisation de souris déficientes en L-sélectine a permis de déterminer que la L-sélectine
est importante dans le développement d’hypersensibilité dans les conduits pulmonaires (Fiscus et al.,
2001 ; Keramidaris et al, 2001 ; Tang et Fiscus, 2001). Un groupe de recherche a également
déterminé que l'absence de la L-sélectine réduit les réponses d’hypersensibilité de type | en
diminuant le recrutement des mastocytes aux sites de contact de I'allergéne avec la peau (Shimada
et al., 2003).Toujours en lien avec les hypersensibilités de type |, il semble que I'expression de la L-
sélectine a la surface des neutrophiles chute dd au clivage de cette molécule suite au contact avec
l'allergene spécifique, et cela pourrait étre régulé via les récepteurs d'IgE (Monteseirin et al., 2005).
La L-sélectine est aussi reconnue comme jouant un rdle dans les phases de sensibilisation et de
réaction lors d'hypersensibilité¢ & médiation cellulaire (type 1IV) (Nasu et al., 1997 ; Oostingh et al.,
2007). Bref, la L-sélectine participe au désordre immunitaire lors des réactions allergiques.

4.6.3- Implication de la L-sélectine dans les maladies auto-immunes

Plusieurs développements de maladies auto-immunes semblent impliquer la L-sélectine.

- La gaine de myéline des axones du systéme nerveux central exprimant un ligand pour la L-
sélectine, lors de maladies démyélinisantes comme la sclérose en plaques, la L-sélectine pourrait
participer au recrutement des leucocytes qui détruisent les axones myélinisés (Huang et al., 1991 :
Huang et al.,1994 ; Archelos et al., 1998 ; Grewal et al., 2001 ; Rosen, 2004).

- Des études utilisant des anticorps anti-L-sélectine ont permis de démontrer limplication de la L-
selectine dans le développement des diabétes auto-immuns. Toutefois, ces résultats sont contestés
par des études avec des souris L-sélectine déficientes qui ne développent pas moins de diabéte
auto-immun (Friedline et al., 2002 ; Mora et al., 2004).

- D'autres recherches utilisant des anticorps monoclonaux contre la L-sélectine ont établi que
linhibition de la L-sélectine réduit le développement de la maladie auto-immune du systéme nerveux
péripherique, soit le syndrome de Guillain-Barré (Archelos et al., 1997).

- La L-sélectine semble également impliquée dans le développement de plusieurs autres maladies
auto-immunes telles que le lupus érythémateux et la maladie de Basedow (Wenisch et al., 195 ;
Sfikakis et al., 1999).
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4.6.4- Implication de la L-sélectine dans les rejets de greffes

Comme les organes et les tissus étrangers greffés sont reconnus par notre systéme immunitaire, il
est normal, mais non souhaltable, que ces tfansplantations soient rejetées. Les rejets de greffes
dépendent du recrutement leucocytaire et il est donc probable que la L-sélectine participe a ces
processus. Il a effectivement été établi que la L-sélectine est impliquée dans le rejet d'allogreffe de
peau chez les souris, car les souris déficientes en L-sélectine réagissent moins rapidement et moins
fortement contre leur greffe (Tang et al., 1997). La L-sélectine semble également jouer un rdle lors
des rejets de greffe de coeur et de rein (Turunen et al., 1994 ; Turunen et al., 1995 ; Rosen, 1999 :
Toppila et al., 1999 ; Kirveskari et al., 2000). Suite & une greffe de moelle osseuse, il arrive que les
cellules immunitaires du donneur réagissent contre I'ensemble des cellules du receveur : ce
developpement est dépendant de la L-sélectine, car l'inhibition de la L-sélectine & la surface des
-cellules du donneur réduit le développement de cette complication (Li et al., 2001 ; Taylor et al., 2004
; Dutt et al., 2005).

4.6.5- Implication de la L-sélectine dans le développement de cancer

Plusieurs recherches indiquent Importance des molécules d'adhésion dans le processus de
développement tumoral et le processus métastatique, et ce pour plusieurs types de cancer (Krause et
Turner, 1999). En lien avec les molécules d'adhésion autres que les sélectines, mentionnons les
études qui démontrent la relation entre I'expression du CD44 et I'agressivité de dissémination des
lymphomes non hodgkiniens (Pals et al., 1997 ; Liu et Jiang, 2006), ainsi que les études qui
supposent que I'expression de LFA-1 favorise la dissémination des lymphomes non hodgkiniens
(Soede et al., 1998) et les études qui ont déterminé qu’lCAM-1, un ligand de LFA-1, doit étre
obligatoirement exprimé par les cellules de I'héte pour qu'il y ait dissémination de lymphomes (Aoudjit
et al., 1998; St-Pierre et al., 1999). De plus, le niveau d'expression du CD44 peut méme étre utilisé
comme un moyen de pronostic (Drillenburg et Pals, 2000).

Cette section exposera I'implication des sélectines dans les développements cancéreux en abordant
tout d'abord les modifications au niveau de I'expression des ligands de sélectines sur les cellules
cancereuses, pour ensuite établir I'importance des sélectines dans divers types de cancer.
Finalement, I'implication de la L-sélectine précisément dans le développement de lymphome sera
présentée.

4.6.5.1- L 'expression des ligands de sélectines en lien avec les développements de cancer

C'est en faisant des études avec des carcinomes du célon qu’une augmentation de I'expression de
SLe”, un ligand de séléctine, a été reconnue comme favorisant le développement métastatique (Hoff
et al, 1989). D'autres types de cellules cancéreuses, et dépendamment de la lignée cellulaire,
expriment des ligands de sélectines qui leur conférent une capacité accrue a la métastasie tels que
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les cancers du sein, de I'estomac, du poumon, de la prostate, du pancréas, des conduits biliaires, de
la vessie, de I'cesophage et des ovaires (Dennis et Laferte, 1987 ; Nakamori et al., 1993 ; Mannori et
al., 1995 ; Hakomori, 1996 ; Narita et al., 1996 ; Martin-Satué et al., 1998 ; Borsig et al., 2002 ;
Dimitroff et al., 2005 ; Jiang et al., 2007).

Cette augmentation d'expression de ligands de sélectines corréle avec une augmentation de la
progression tumorale et de la métastasie (Pals et al., 1997 ; Rosen, 2004). Une forte expression de
ligands de la E-sélectine est en effet reconnue pour favoriser le développement de métastases, mais
seulement pour quelques types de cancers précis ainsi que dans des foyers secondaires spécifiques
(Dimitroff et al., 2005). Une des hypothéses retenue pour expliquer le phénoméne est que les ligands
exprimeés a la surface des cellules cancéreuses se lient avec leurs récepteurs, la P-sélectine et la E-
sélectine, a la surface d'un endothélium activé et que ces ligands peuvent également engendrer des
liaisons avec des plaquettes et des leucocytes via la P-sélectine et la L-sélectine respectivement
(Hakomori, 1996 ; Burdick et al, 2006). Des interactions plaquettes/leucocytes ainsi que
leucocyte/endothélium peuvent aussi amplifier I'agrégation (Borsig et al., 2001 ; Borsig et al., 2002 ;
Borsig, 2004). Les liaisons établies par les sélectines sont donc soupgonnées d'augmenter la taille de
l'agrégat et cela aurait comme effet, en plus de protéger les cellules cancéreuses d'une réponse
immunitaire, de faciliter leur emprisonnement mécanique dans la circulation et ainsi, faciliter leur
extravasation pour former un foyer secondaire, c'est-a-dire un foyer métastatique (Gasic, 1984 ; Kato
et al., 1997 ; Thorlacius et al., 1997 ; Rosen, 2004).

Tout réecemment, une équipe de recherche a identifi¢ un tout nouveau ligand de la L-sélectine
exprimé a la surface des carcinomes spinocellulaires qui permet l'interaction entre les cellules
cancéreuses et les lymphocytes exprimant la L-sélectine (Resto et al., 2008).

4.6.5.2- L 'expression des sélectines en lien avec les développements de cancer

En 1999, une revue de littérature exposait que les E-, P- et L-sélectine peuvent jouer un réle dans la

métastasie des cancers (Krause et Turner, 1999). L'implication évidente de la E-sélectine dans le
_developpement des cancers du sein et du cblon avait alors été établie, mais des études

supplémentaires étaient nécessaires pour vérifier I'implication de la P- et la L-sélectine.

L'expression de la E-sélectine est accentuée a la surface des cellules de I'épithélium dans les
cancers de la prostate (Bhaskar et al., 2003) et une augmentation de la E-sélectine soluble est
observée dans le sérum de patients atteints du cancer du sein avec métastases (Matsuura et al.,
1997 ; Hebbar et al., 1998 ; Eichbaum et al., 2004). Une augmentation de la E-sélectine soluble est
également distinguable dans le sérum des patients atteints d'un cancer colorectal avec métastases
au foie (Wittig et al., 1996). Ces résultats ne permettent cependant pas de déterminer si I'expression
de la E-sélectine accentue la métastasie ou si 'augmentation de I'expression est une conséquence
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de cette métastasie. Dans une étude in vitro réalisée en 2001 ou I'expression de la E-sélectine était
induite sur des cellules endothéliales, la E-sélectine a été déterminée comme étant une molécule
permettant implicitement la création de foyers secondaires pour les cancers du colon en élicitant la
migration transendothéliale (Laferriere et al., 2001).

L'implication de la P-sélectine et de la L-sélectine dans le développement métastatique a été prouvée
en observant une diminution de la dissémination de cellule de carcinome dans les souris déficientes
en P-sélectine ainsi qu'en L-sélectine (Borsig et al., 2001 ; Borsig et al., 2002 ; Borsig, 2004).
L'utilisation d'anticorps inhibant la fonction de la P-sélectine a également permis d'empécher la
métastasie de cellules de cancers de I'estomac et ainsi d'établir I'importance de la P-sélectine dans le
développement métastatique (Chen et al., 2003).

De plus, un traitement & I'héparine, un inhibiteur de liaison de la P- et de la L-sélectine, réduit la
meétastasie (Koenig et al., 1998 ; Borsig, 2004 ; Borsig et al., 2007). L'appui de la L-sélectine face a la
metastasie semble se dérouler via des interactions leucocytes/endothélium et nécessiterait I'induction
de ligands de la L-sélectine a la surface de I'endothélium grace & la fucostransférase-7 (Laubli et al.,
2006).

4.6.5.3- L'expression de la L-sélectine en lien avec le développement de lymphome

Depuis plusieurs années, la présence de molécules d'adhésion cellulaire ou de leurs ligands a la
surface des lymphomes est reconnue comme étant un facteur favorisant la dissémination (Drillenburg
et Pals, 2000). En effet, en 1987, une équipe a démontré que des lymphomes se fixant bien aux
HEVs dans des études in vitro métastasient dans tous les ganglions lymphatiques des souris tandis
que les lymphomes ne se fixant pas aux HEVs ne se disséminent que dans les ganglions adjacents
au site d'injection (Bargatze et al., 1987). De fagon générale, les molécules d’adhésion normalement '
exprimées & la surface des lymphocytes peuvent aussi se retrouver a la surface de la contrepartie
maligne, les lymphomes. Ces molécules d'adhésion peuvent donc contribuer a 'agressivité du
développement métastatique et elles semblent étre responsables de la dissémination vers des
tissus/organes cibles (Drillenburg et Pals, 2000). En 1997, la possible participation de la L-sélectine
dans le développement métastatique avait d'ailleurs été soulevée (Pals et al., 1997).

Les travaux de notre équipe de recherche démontrent que 1) I'expression de la L-sélectine sur les
cellules de I'ndte n'est pas nécessaire pour qu'il y ait developpement d'un lymphome thymique suite a
un traitement d'irradiation ; 2) néanmoins, la L-sélectine joue un réle important dans les échanges de
signaux intrathymiques pour la croissance de lymphomes, et que 3) 'absence de L-sélectine a la
surface des lymphomes diminue le potentiel tumoral (Bélanger et al., 2005).
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5- Le clivage protéolytique de la L-sélectine

A linstar de la E- et la P-sélectine, la L-sélectine fait partie des nombreuses protéines de surface
impliquées dans le recrutement leucocytaire qui sont régulées par un clivage précis de leur domaine
extracellulaire (Garton et al., 2006). En effet, I'expression de la L-sélectine baisse rapidement (en
environ 4 minutes selon Kishimoto et al., 1989) par protéolyse suite & I'activation des leucocytes ou
suite & des interactions entre des L-sélectines (Palecanda et al., 1992). Le clivage de la L-sélectine
est d'une rapldité surprenante comparativement au clivage des autres molécules transmembranaires
comme les CD43 et CD44 qui sont clivées de la membrane des neutrophiles en 15 & 60 minutes
suite & une activation au PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate). La L-sélectine a la surface des
neutrophiles se fait d'ailleurs cliver plus rapidement que la L-sélectine a la surface des lymphocytes
(Kahn et al., 1994).

Le site de protéolyse étant localisé prés de la membrane cellulaire (entre Lys321 et Ser322 chez
'humain et entre Arg321 et Ser322 chez la souris), une portion transmembranaire de 62 kDa? et une
portion extracellulaire soluble d'environ 68 kDa résultent du clivage de la L-sélectine (Kahn et al.,
1994 ; Migaki et al., 1995; Zhao et al., 2001b). La portion extracellulaire ainsi libérée porte le nom de
L-sélectine soluble (sL-sel), dont la masse moléculaire varie selon le niveau de glycosylation et de
I'espéce. Chez I'humain on retrouve des sL-sélectines de 62 kDa et de 75-100 kDa provenant
respectivement du clivage de la L-sélectine a la surface des lymphocytes et des neutrophiles
(Schleiffenbaum et al., 1992). Chez le rat, la sL-sélectine dérivant des neutrophiles est de 65 kDa
tandis que celle des lymphocytes est de 62 kDa (Tamatani et al., 1993).

La L-sélectine soluble conserve une grande affinité pour ses ligands naturels et peut ainsi agir en tant
qu'antagoniste bloquant les interactions impliquant la L-sélectine (Schleiffenbaum et al., 1992).

Dans des conditions ndrmales, la L-sélectine soluble est détectable dans le plasma. Environ 70% de
la sL-sélectine provient de la surface des Iympﬁocytes T et B (Tu et al., 2002 ; Galkina et al., 2003).
La forme soluble de la L-sélectine est normalement détectable dans’ les sérums humains a des
concentrations de 1,5 & 2 pg/ml tandis que les sérums de rat contiennent beaucoup moins de sL-
sélectine (<1 ng/ml) (Schleiffenbaum et al., 1992 ; Spertini et al., 1992). Le niveau de L-sélectine
soluble est encore plus élevé dans le plasma des patients atteints de maladies inflammatoires ainsi
que des sidéens (Spertini et al., 1992 ; Rainer, 2002 ; Wang et al., 2004). De plus, suite & une activité
physique intense, les niveaux de sL-sélectines sont plus élevés qu'a la hormale (Nielsen et Lyberg,
2004). Chez les sourls, le niveau de L-sélectine soluble est d'environ 1,7 pg/ml. Le niveau de sL-

? Des études antérieures avaient démontré que le fragment transmembranaire était de 4 & 12 kDa, mais leurs
expérimentations prédisaient plutét le poids de ce fragment en se fiant sur le poids du fragment soluble révélé
par des résultats diffus de SDS-PAGE da au caractére grandement glycosylé de cette protéine (Kishimoto et al.,
1989 ; Jung et Dailey, 1990).
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selectine pour les souris atteintes d'inflammation chronique est 2,5 fois plus élevé tandis que le
niveau de sL-sélectine est réduit de 70% chez les souris n'ayant pas de lymphocytes matures (Tu et
al., 2002). La demi-vie de la L-sélectine soluble fonctionnellement active est de plus de 20 heures et
elle peut étre détectable pendant plus d'une semaine. (Schleiffenbaum et al., 1992 ; Tu et al., 2002)

Le clivage de la L-sélectine peut étre de deux types, c'est-a-dire constitutif (spontané) ou Induit. Le
. clivage constitutif est initié suite & une réaction entre les L-sélectines (‘cross-linking”) ou suite a la
liaison de la L-sélectine avec un de ses ligands. Le clivage induit se produit suite & une activation des
leucocytes par des chimiokines comme IL-8, une stimulation par TCR (‘T-cell receptor’, récepteur
antigenique des lymphocytes T), du LPS (lipopolysaccharide) ou du phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA). Le clivage constitutif n'est pas répandu a I'ensemble des L-sélectines du leucocyte tandis que
le clivage induit se déroule & un niveau beaucoup plus étendu (Kishimoto et al., 1989 ; Jung et
Dailey, 1990 ; Palecanda et al., 1992). Le clivage constitutif pourrait expliquer les hauts niveaux de

sL-sélectine dans les sérums.

La structure de la L-sélectine est importante pour qu'il puisse y avoir clivage (Chen ef al., 1995 ;
Migaki et al., 1995). La conformation tertiaire spécifique et la région extracellulaire de 15 acides
aminés prés de la membrane plasmique sont en effet nécessaires sans pour autant exiger une
séquence d'acides aminés unique. Cependant, lorsque des modifications sont apportées prés du site
de clivage (K283-S284), il y a soit une augmentation du clivage constitutif ou soit une inhibition du
clivage induit (Chen et al., 1995). De plus, le domaine EGF de la L-sélectine semble servir de motif
de reconnaissance pour les protéases impliquées dans le clivage de la L-sélectine activé par une
stimulation au PMA (Zhao et al., 2001b).

La L-sélectine subit un clivage méme si elle n'est pas située a la surface des microvillosités. En effet,
les protéines chimériques L-selectine-CD31 et L-selectine-CD44 sont clivées de fagon similaire a la
L-sélectine sauvage malgré une distribution uniforme ou une localisation exclusive a I'extérieur des
microvillosités (Fors et al., 2001).

5.1- Les protéases impliquées dans le clivage de la L-sélectine

En 1994, aucune protéase n'était encore identifiée comme étant responsable du clivage de la L-
sélectine (Kahn et al., 1994). Dans les années suivantes, certaines études amenaient des
informations supplémentaires sans pour autant distinguer précisément une protéase. Il fut alors
reconnu que l'activation des leucocytes entraine I'activation de la protéase de la L-sélectine et que
cette protéase est une métalloprotéinase de surface distinctive des MMPs connues et agissant en cis
(Black et al, 1996 ; Preece et al, 1996). Malgré leur capacité a cliver la L-sélectine, MMP1
(collagénase interstitielle) et MMP3 (stromélysine 1) ne pouvaient pas étre les protéases
recherchées, car ces molécules ne sont pas exprimées a la surface des lymphocytes (Preece et al.,
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1996). Une autre équipe a avancé qu'il y a sGrement plus d'un mécanisme de clivage de la L-
sélectine, car une construction de la L-sélectine mutante ne subissait pas de clivage suite & une
stimulation au PMA, mais subissait tout de méme un clivage constltutif (Stoddart et al., 1996).

En 1997, 'enzyme responsable du clivage du précurseur membranaire de TNF-a a été isolé, clone et
étudié (Moss et al., 1997 ; Mizui et al., 1999). |l s'agissait de TACE (‘TNF-a converting enzyme’), une
protéine transmembranaire de type | de la famille des ADAMs (‘a disintegrin and metalloprotease’)
aussi connue sous le nom de famille des adamalysines. Des 31 molécules qui composent la famille
des ADAMs, ADAM10 est la seule qui partage une grande homologie de séquence avec ADAM17.
Les ADAMSs font partie de la superfamille des metzincines qui inclut également les MMPs. L'ARNm
de TACE est exprimé dans la plupart des tissus. TACE qui porte aussi le nom de ADAM-17 et de
CD156b, est formée, dans l'ordre, d’'un peptide signalétique, d'un pro-domaine, d'un domaine
catalytique, d'un domaine disintégrine, d'un domaine riche en cystéine, d'une région
transmembranaire et d’'un domaine cytoplasmique (Mizul et al., 1999 ; Black, 2002). Le domaine
disintégrine de TACE est connu pour se lier & lintégrine o581 en inhibant ainsi la migration
leucocytaire dépendante de cette intégrine (Huang et al., 2005).

TACE est synthétisée sous une forme inactive pour ensuite étre activée de fagon constitutive dans
les compartiments de Golgi par élimination de son pro-domaine via la présence de furine ou d'une
enzyme apparentée (Schlondorff et al., 2000). L'expression de TACE activée a la surface cellulaire
est donc constitutive, mais il est important de mentionner que son expression est plus abondante
dans les compartiments périnucléaires (Schlondorff et al., 2000). Etant exprimée constitutivement,
suite a une activation, I'effet de cette protéase se produit rapidement (Doedens et al., 2003).

Plusieurs agehts induisent I'activation de TACE comme un traitement au fMLP (N-formylmethionyl-
leucyl-phenylalanine), au LPS ou au PMA. Suite & une stimulation au fMLP ou au LPS, TACE
demeure active et présente a la surface des neutrophiles pour une longue période de temps, C'est-a-
dire plus de 20 heures (Walcheck et al., 2006). Au contraire, suite & une stimulation au PMA, il y a
une internalisation et une dégradation rapide de TACE (Doedens et Black, 2000). D'autres agents
activateurs de TACE engendrent méme une augmentation de son expression (Walcheck et al.,
2006). L'activité de TACE est grandement augmentée par une stimulation au PMA et cette activation
dépend de protéines kinases intracellulaires, mais, étonnamment, le domaine cytoplasmique de
TACE n'est pas nécessaire (Reddy et al., 2000). La région cytoplasmique de TACE se fait
effectivement cliver et ce clivage est induit par la molécule de TACE elle-méme (Schlondorff et al.,
2000).
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TACE pourrait également avoir un réle d’adhésion et de régulation en plus de son role de protéase
(Black et al., 1997 ; Moss et al., 1997; Black, 2002).

En 1998, la production de souris déficientes en TACE a permis de faire la corrélation entre TACE et
le clivage de la L-sélectine. Les souris déficientes en TACE ne sont pas viables, mais leurs
thymocytes embryonnaires récupérés et analysés ont un niveau de clivage de la L-sélectine
extrémement bas dans des conditions de stimulation avec PMA (Peschon et al, 1998). Des
recherches utilisant des fibroblastes déficients en TACE et des fibroblastes réexprimant TACE par
transfection rétrovirale, démontrent que les fibroblastes reconstitués subissent trois fois plus de
clivage de la L-sélectine que les fibroblastes TACE déficients, qui subissent tout de méme un léger
clivage de la L-sélectine malgré I'absence de TACE. De ce faible niveau de clivage, 19% n’est pas
inhibé par KD-IX-73-4. Il est alors évident que TACE est la principale protéase responsable du
clivage de la L-sélectine, mais que d'autres protéases sont impliquées également (Walcheck et al.,
2003; Li et al., 2006).

A fo catatique  dis ffhm fo

L-sélectine
TACE

PKC

Figure 5: Structure et fonction de TACE. A) Schématisation des domaines de TACE incluant le
prodomaine, le domaine catalytique, le domaine disintégrine, le domaine riche en cystéine, le
domaine transmembranaire et le domaine cytoplasmique. B) Schématisation du clivage de la L-
sélectine par TACE. Une fois le pro-domaine éliminé suite a une activation (ex : PMA), le domaine
catalytique induit le clivage de plusieurs molécules transmembranaires (ex : L-sélectine) libérant ainsi
une portion soluble (ex : sL-sélectine). image maodifiée de Black, 2002.

Des études sont présentement en cours pour vérifier si TACE interagit directement avec la L-
sélectine pour induire le clivage ou si TACE est plutét nécessaire pour activer une autre protéase.

Des facteurs additionnels, tels que des protéines présentatrices de substrat sont également
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recherches pour ainsi expliquer le grand nombre de protéines sous le régime de clivage d'une méme
protéase. TACE participe effectivement au clivage de IL-15Ra, TNFRII et Il, IL-6R, CD30, CD40,
CD44, HER4, Nectin-4, VCAM-1, ICAM-1 etc. (Rio et al., 2000 ; Contin et al., 2003 ; Garton et al.,
2003 ; Budagian et al., 2004 ; Fabre-Lafay et al., 2005 ; Singh et al., 2005 ; Garton et al., 2006). Des
recherches ont déja établi I'importance de molécules de régulation telle que la protéine membranaire
disulfide isomeérase (PDI) qui se lierait a la région extracellulaire de la L-sélectine pour empécher son
clivage (Bennett et al., 2000). Les études de Zhao (2001 et 2001b) supportent ces avancés, car son
€quipe a decouvert que la région EGF de la L-sélectine joue un réle dans le processus protéolytique.
Dernierement, des études ont démontré que la région transmembranaire de TACE joue un réle dans
I'efficacité de la protéolyse, car la modification de la séquence d'acides aminés de ce domaine
influence le clivage de certains substrats (Li et al., 2007).

D'autres protéases ou agents protéolytiques sont soupgonnés d'étre responsables du clivage de la L-
sélectine tels que les élastases leucocytaires, les MMPs, les galectines, etc. Les élastases
leucocytaires sont connues pour induire le clivage de plusieurs molécules de surface comme CD4,
CD8, CD14, CD43, les récepteurs de thrombine et ICAM-1, il est alors judicieux de s'interroger sur
leur pouvoir catalytique envers la L-sélectine (Doring et al., 1995 ; Remold-O'Donnell et Parent, 1995
: Renesto et al., 1997 ; Arlel et al., 1998 ; Champagne et al., 1998 ; Nemoto et al., 2000 ; Kuwahara
et al., 2006). Dans le cas des MMPs, il est connu que MMP1 et MMP3 peuvent induire le clivage de
la L-sélectine (Preece et al., 1996). Ces MMPs n'étant pas exprimées & la surface des lymphocytes, il
est intéressant d'étudier I'effet de MMP9 (gélatinase B) et MMP2 (gélatinase A) sur la L-sélectine, car
ces MMPs peuvent étre présentes sur les lymphocytes et elles jouent un réle dans la métastasie
(Hua et Muschel, 1996 ; Sato et Seiki, 1996 ; Choi et al., 2005). Cependant, en 1996, I'équipe de
Preece a demontré que MMP2 et MMP9 n’avaient aucun pouvoir de clivage sur la L-sélectine
(Preece et al., 1996).

Le Tableau V résume les principaux agents inducteurs du clivage de la L-sélectine et le Tableau VI
résume les principaux inhibiteurs du clivage de la L-sélectine.
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Tableau V : Liste d’agents et phénomeénes inducteurs de clivage de la L-sélectine.

Agents
Détails

Références

Activité physique intense

Nielsen et Lyber, 2004

Anticorps
qui produisent la réticulation (cross-linking) de la L-sélectine

Stoddart et al., 1996

Blessure et chirurgie

Seekamp et al., 2001

Calmidazolium
Inhibiteur de calmoduline

Kahn et al., 1998

Choc hypertonique ou hypotonique

Rizoli et al., 1999 ;
Kaba et Knauf, 2001

Chymotrypsine

Jutila et al., 1991

Collagénase (MMP-1)

Preece et al., 1996

Facteurs chimiotactiques
IL-8, C5a (facteurs du systéme du complément), LTB4 (leucotrigne B4), N-formyl-
methionine leucylphenylalanine (fMLP), platelet activating factor, etc

Kishimoto et al., 1989

Glycoprotéines sulfonatées synthétiques
Produisent de la réticulation gréce a leurs ligands multivalents (tel que les anticorps)

Mowery et al., 2004

LPS (lipopolysaccharide)

Pédron et al., 2001

NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs), certaines

Mentionnons les acides flufenamique, meclofenamique et mefenamique ainsi que le

diclofenac, I'Aceclofenac, I'aspirine, I'indomethacine, la nimesulide, la furbiprofen et la

ketoprofen ; processus dépendant de TACE ; grice a la capacité d'inhiber la
hosphorylation oxydative.

Diaz-Gonzalez et al.,
1995 ; Gomez-Gaviro
et al., 2000 ; Gomez-
Gaviro et al., 2002

PDBu (phorbol dibutyrate)

Preece et al., 1996

Phenylarsine oxide (PAO)
Augmente le clivage de la L-sélectine en inhibant les agents qui ralentissent ce clivage

Bennett et al., 2000

PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate)

Puissant activateur non physiologique des protéines kinases C; I'activation de PKC
entraine la protéolyse de la L-sélectine ainsi que de plusieurs autres molécules; clivage
de la L-sélectine presque complet une heure aprés stimulation au PMA (25 ng/ml)

Jung et Dailey, 1990 ;
Kahn et al., 1994

Stromelysine (MMP3)

Preece et al., 1996

Trifluoperazine
Inhibiteur de calmoduline

Kahn et al., 1998

Tableau VI : Liste d’agents inhibant le clivage de la L-sélectine.

Agents
Détails

Références

Inhibiteurs de métalloprotéinases, plusieurs

Ex : Ro31-9790, KD-1X-73-4, GW280264X, TAPI-1, TAPI-2, BB-3103

Feehan et al., 1996 ;
Preece et al., 1996 ;

Bennett et al., 2000 ;
Hafezi-Moghadam et
al., 2001 ; Savage et
al., 2002

Morphine Hafezi-Moghadam et
al., 2001
TIMP3 Preece et al., 1996 ;

Les autres TIMP ne semblent pas produire d’effet inhibiteur

Hafezi-Moghadam et
al., 2001
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5.2- La réqulation du clivage de la L-sélectine

En plus de la participation du domaine EGF de la L-sélectine, qui sert de motif de reconnaissance
pour les protéases, et sa région cytoplasmique, qui lie la calmoduline et les molécules de la famllle
des ERM (ezrine/radixine/moesine), il est évident qu'il existe plusieurs autres subtilltés au niveau de

cette régulation.

Plusieurs études mettent en évidence la participation de différents mécanismes de régulation du
clivage de la L-sélectine. Le clivage de la L-sélectine induit par un traitement au PMA nécessite la
présence de PKC (Jung et al., 1990 ; Stoddart et al., 1996), tandis que le clivage induit par un
traitement au streptolysine O dépend de I'activation de la sphingomyelinase neutre (Walev et al.,
2000). Le clivage induit par Leu-13 s'effectue par I'entremise de protéine kinase, mals
indépendamment des PKCs (Frey, et al., 1997), et le clivage induit par I'activation directe de la L-
seélectine nécesslte également une protéine kinase autre que PKC, mais dépend aussi de MAPK et
de la sphingomyelinase neutre (Stoddart et al., 1996 ; Phong et al., 2003).

L'équipe de Rizoll (Rizoli et al., 1999) a démontré que I'hypertonicité du milieu de culture induit le
clivage de la L-sélectine. L'augmentation de la tonicité du sérum chez un patient au prise avec une
~ réaction inflammatoire non appropriée permet effectivement d'arréter les fonctions des neutrophiles
en entrainant le clivage de la L-sélectine et en empéchant I'expression de CD11b. L'étude de Rizoli
révéle que le rétrécissement cellulaire induit par I'hypertonicité est I'élément declencheur qui active -
les métalloprotéinases via les protéines kinases p38.

L'équipe de Phong a également observé que les molécules de L-sélectine sont localisées dans des
‘rafts” et que ce regroupement est encore plus prononcé aprés une activation. Ces régions
membranaires spécialisées pourraient favoriser les communications intracellulaires en rassemblant
tous les éléments nécessaires aux cascades signalétiques. (Phong et al., 2003)

Un autre phénoméne surprenant qui pourrait étre davantage étudié pour aider  la compréhension de
la régulation du clivage de la L-sélectine est que des leucocytes transfectés avec un ADNc de la L-
sélectine ont un niveau de clivage spontané de la L-sélectine plus élevé que la normale (Chen et al.,
1995 ; Kahn et al., 1998).
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5.3- L'importance physiologigue du clivage de la L-sélectine

Lorsque le clivage de la L-sélectine fut observé, il a été supposé que celui-ci devait avoir lieu pour
permettre I'extravasation. L'équipe d'Allport (Allport et al, 1997) a démontré le contraire en
établissant que l'inhibition du clivage protéolytique de la L-sélectine n'empéche pas I'extravasation et
n'affecte aucunement les étapes d'adhésion lors du recrutement leucocytaire. Ces études avaient
alors utilisé une activation au TNF-a ainsi que Ro31-9790°, un inhibiteur de - métalloprotéinases
dépendantes du zinc. En 1996, une équipe avait pourtant observé qu'un inhibiteur & base d'aclde
hydroxamique, inhibant le clivage de la L-sélectine, diminuait la vélocité du roulement des
neutrophiles (Walcheck et al., 1996b). La différence entre ces études vient certainement du fait que
I'équipe d'Allport n'a pas isolé I'effet de la L-sélectine. En effet, lorsqu'il y a activation des cellules
endotheliales, c'est-a-dire expression de E-selectine, I'inhibition du clivage de la L-sélectine n'affecte
pas la vélocité du roulement leucocytaire (Hafezi-Moghadam et Ley, 1999).

En 1999, Hafezi-Moghadam et Ley ont appuyé les résultats de I'équipe de Walcheck en démontrant
que l'inhibition du clivage de la L-sélectine affecte les étapes d'adhésion lors du recrutement
leucocytaire en diminuant la vitesse de roulement des leucocytes. Chez les souris non traitées au
- TNF-a, le traitement par un dérivé d'acide hydroxamique® induit effectivement un roulement
leucocytaire de 35 um/s, soit 20 pm/s moins vite que la normale. De plus, la vélocité du roulement
diminue‘de 29% (de 23 pm/s & 16 pmi/s) lors de linhibition du clivage de la L-sélectine chez des

souris déficientes en E-sélectine activées au TNF-a (Hafezi-Moghadam et Ley, 1999).

En 2001, le groupe de recherche d'Hafezi-Moghadam a poussé davantage son étude en démontrant °
que linhibition du clivage de la L-sélectine par un dérivé d'acide hydroxamique® entraine une
augmentation de I'adhésion et de I'extravasation chez des souris traltées au TNF-a.. L’augmentation
du recrutement ainsl observé s'explique par le fait que les leucocytes roulent moins vite sur
I'endothélium, car leurs L-sélectines ne se font pas cliver, ce qul a comme conséquence d'augmenter
le temps d'exposition aux chimiokines inflammatoires et d'activer davantage les leucocytes par une
plus grande quantité de signalisations extérieure-intérieure.

De son cdté, I'equipe de Bennett a trouvé que linhibition du clivage de la L-sélectine avec un
inhibiteur de métalloprotéinase & base d’hydroxamate® augmente grandement I'agrégation des
neutrophiles (Bennett et al., 1996).

8 N-2-((2s)-[(hydroxycarbamoyl)methyl)-4-methylvaleryl]-N-1,3 —dimethyl-L-valinamide
4
KD-1X-73-4
®KD-1X-73-4 _
8 N-(D,L-[2-hydroxyaminocarboxyl)}-methyl]-4-methylpentano)-L-3-(tert-butyl)-alanyl-L-alanine, 2-aminoethyl
amide .
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La géneration de souris avec une forme de L-sélectine résistante au clivage a permis de confirmer
limportance du clivage de la L-sélectine (Galkina et al., 2003). Les souris LAP™" possédent des
molécules de L-sélectine uniquement sur les cellules T et cette forme de L-sélectine est résistante au
clivage constitutif et indult, car elle a été chimériquement congue avec la région membrano-proximale
de la P-sélectine. Le sérum de ces souris ne contient que des traces de la sL-sélectine. Ce modéle a
permis de démontrer que linhibition du clivage n'entraine pas de modifications au niveau du
roulement, résultats contredlsant ceux publiés par I'équipe d'Hafezi-Moghadam (Hafezi-Moghadam et
al., 2001). De plus, leurs recherches ont démontré une augmentation de I'extravasation chez les
cellules ayant une forme de L-sélectine résistante au clivage, mais I'équipe de Galkina a pourtant
démontré le contraire en décrivant que les cellules T des souris LAP™* transmigrent les HEVs plus
lentement que les cellules T des souris témoins (WT ™). Les autres conclusions amenées par
Galkina sont que l'incapacité de cliver la L-sélectine n'affecte pas la migration des cellules T naives
aux ganglions lymphatiques, mais que, par contre, les cellules T ayant les L-sélectines résistantes au
clivage retournent aux ganglions lymphatiques aprés leur activation, ce que les cellules T normales
ne font pas. Le clivage de la L-sélectine est alors nécessaire pour réguler efficacement les réponses
immunitaires initiés par les lymphocytes T. (Galkina et al., 2003) Les résultats de I'équipe de Galkina
qui sont contradictoires & ceux de I'équipe d'Hafezi-Moghadam (2601) sont confirmés par Grabovsky
et al. (2002).

Dans une autre étude, une varlété de souris a été produlte en remplagant 7 acides aminés de la L-
selectine par ceux de la E-sélectine, conférant ainsi & la L-sélectine chimérique une résistance au
clivage. Les cellules T activées de ces souris continuent de migrer vers les ganglions lymphatiques
périphériques plutét que de migrer vers les sites d'inflammation. Puis I'augmentation de I'expression
de la L-sélectine a la surface des leucocytes, due a l'incapacité de clivage, favorise leur recrutement
dans les sites d'inflammation. L'étude confirme que l'incapacité de cliver la L-sélectine ne diminue
pas la vélocité du roulement et n'augmente pas I'adhésion cellulaire. Les auteurs de cette étude
stipulent que la contribution du clivage de la L-sélectine peut varier selon la population cellulaire, les
 sites tissulaires et les stimuli inflammatoires étudiés. (Venturi et al., 2003)

Une particularité du clivage de la L-sélectine s'observe en culture in vitro, ot la majorité des cellules
T CD4+ traitées au BB-3130, un inhibiteur de clivage de la L-sélectine, proliférent moins rapidement
que les cellules T CD4+ non traitées (Sauvage et al., 2002).

L'importance physlologique de la concentration élevée de la L-sélectine soluble fonctionnellement

active dans les sérums humains et murins porte & croire que-cette présence pourrait également
réguler le recrutement leucocytaire. En effet, de hauts niveaux de slL-sélectine influencent la
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migration lymphocytaire et peuvent inhiber I'attachement leucocytaire & [I'endothélium. La
concentration physiologique de la sL-sélectine entraine une inhibition réguliére et légére de
I'attachement des lymphocytes, et I'attachement leucocytaire est complétement inhibé a des
concentrations de 8-15 ug/ml de L-sélectine soluble. La migration de leucocytes dans les ganglions
lymphatlques périphériques diminue de 38% dans une souris déficlente en L-sélectine ou le niveau
de sL-sélectine a été rétabli en comparaison avec une souris déficiente en L-sélectine sans sL-
sélectine dans son sérum. Ce phénoméne est dose dépendant. (Schleiffenbaum et al., 1992 : Tu et
al., 2002).

5.4- L'implication du clivage de la L-sélectine dans le développement pathologique

En 1997, une équipe a proposé ['utilisation du niveau de E-sélectine soluble comme moyen
supplémentaire pour établir un pronostic chez les patients atteints d'un cancer du sein, des ovaires
ou du cblon, car le niveau de E-sélectine soluble augmente bien avant que des métastases soient
détectées par des examens médicaux ou par des techniques d'imagerie (Matsuura et al., 1997).

Le niveau de L-sélectine soluble dans le sérum de patients atteints de leucémies aiguss myéloides
renseigne également sur le pronostic du développement de cette maladie (Extermann et al., 1998).
Le niveau de L-sélectine soluble pourrait aussi renseigner sur I'état des leucémies chroniques
lymphoblastiques et myeloides ainsi que sur le pouvoir de progression des mélanomes (Spertini et
_ al.,, 1994 ; Herold et al., 2002 ; Yamada et al., 2005).

Chez les patients atteints d'un lymphome (NHL ou HL), le niveau de P-sélectine et L-sélectine soluble
dans leur sérum est également significativement plus élevé en comparaison avec des sérums de
patients sains (Haznedaroglu et al., 2000). Chez les souris atteintes d'un lymphome, le niveau de sL-
sélectine est 20 fois plus élevé (Tu et al., 2002).
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HYPOTHESE DE TRAVAIL

Etant donné que 1) la L-sélectine joue un réle dans le développement des lymphomes (Bélanger et
St-Pierre, 2005) et que 2) la L-sélectine soluble conserve une grande affinité pour ses ligands et peut
donc étre un antagoniste en empéchant les interactions impliquant la L-sélectine telles que la
migration, le recrutement et I'activation des leucocytes (Schleiffenbaum et al., 1992), il serait pertinent.
de déterminer la source des molécules de L-sélectine soluble mesurées en grande concentration
dans le sérum de patients atteints d'un lymphome (Haznedaroglu et al., 2000 ; Tu et al., 2002).

Mon hypothése de travail est que I'augmentation en L-sélectine soluble provient 1) des leucocytes de
I'héte, 2) des cellules du lymphome ou 3) d'une combinaison de ces deux sources.

Grace au modéle murin utilisé dans le laboratoire du Docteur St-Pierre, il étalt possible d'établir
l'origine de la L-sélectine soluble. Ce modéle permet en effet I'utilisation de souris déficlente en L-
sélectine ainsi que de lymphomes déficients en L-sélectine. Les rés'ultats de ces recherches sont
présentés dans ce mémoire. |
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ABSTRACT

Like many integral membrane glycoproteins, the extracellular domain of L-selectin. undergoes rapid
shedding, which occurs on both resting and activated leucocytes. Shedding of L-selectin can also be
artificially induced by incubating normal or transformed leukocytes with phorbol esters, providing
multiple possibilities for the source of soluble forms of L-selectins found in the serum of patients with
hematological malignancies. Here, using genetically engineered L-selectin-deficient mouse models,
we have measured the release of soluble circulating forms of L-selectin in serum of lymphoma
bearing mice. We found that L-selectin-deficient lymphoma ;:ells could not induce an elevation of
circulating soluble forms of L-selectin in normal mice, as compared to lymphoma cells expressing L-
selectin. Moreover, soluble forms of L-selectin were detected in the serum of mice bearing lymphoma
induced by injection of T-lymphoma cells expressing L-selectins. Interestingly, we also found that
lymphoma cells that are unable to shed L-selectin in vitro following exposure to phorbol ester can
generate soluble forms of serum L-selectin in vivo. Taken together, these results indicate that
lymphoma cells are the major contributors to levels of soluble forms of L-selectins in lymphoma

bearing mice.
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INTRODUCTION

Members of the selectin family of adhesion molecules are involved in the initial contact between
circulating leukocytes and vascular endothelial cells [1]. Members of the selectin family share a high

degree of structural homology with each other and thus bind to sialylated, glycosylated, or sulfated
glycans on glycoproteins, most notably the tetra-saccharides sialyl Lewis X (sLEX) and sialyl Lewis A

(sLE®) found on a wide spectrum of cell types. E- and P-selectins are expressed on vascular
endothelial cells and, like ICAM-1, their expression is rapidly upregulated upon stimulation. In
contrast, L-selectin is constitutively expressed on a wide variety of inflammatory cells including

monocytes, neutrophils, eosinophils, B cells, and subsets of T cells [2-4].

In addition to their role in the recruitment of circulating leukocytes at inflammation sites, it is now \;vell
established that selectins are also involved in cancer, most notably in hematological malignancies.
For example, using genetically-engineered selectin-deficient mice, we have found that selectins are
involved in the dissemination of lymphoma cells to peripheral organs [5]. We also reported that L-
selectin-mediated interactions played an important role in the growth of lymphoma since L-selectin-
negative lymphoma cells had a reduced capacity to grow in the thymic microenvironment of normal
mice indicating that L-selectin-mediated interactions are biologically functional in the context of tumor
growth [5]. These results confirmed the importance of L-selectin in tumor growth and metastasis that
has previously been suspected from studies reporting that L-selectin-deficiency reduces metastasis of

adenocarcinoma cells expressing functional L-selectin ligands [6].

It is now well established that L-selectin is rapidly shed from the surface of leukocytes following
activation by diverse stimuli [7-8]. The TNF-alpha converting enzyme (TACE) appears to be one of
the proteases needed for L-selectin shedding [9].. In normal leukocyte populations, exposure to
phorbol ester is among the major mechanisms that is used to study shedding of L-selectin [10], while

in normal physiological situations, L-selectin is lost on lymphocytes migrating across high endothelial
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venules into lymph nodes, a process which is believed to prevent reentry of T cells to peripheral
lymph nodes following activation by reducing receptor density [11]. In fact, a 50% reduction in
leukocyte cell surface levels of L-selectin has been shown to result in a 70% decrease in leukocyte
migration [12]. Proteolytic cleavage is thus believed to control the time of interaction of leukocytes
with the endothelium [13]. In inflammatory diseases, this cleavage can be followed by measuring the
release of the soluble forms of L-selectin in the serum of patients [14]. Similarly, in chronic myeloid
leukemia and chronic lymphocytic leukemia, the serum level of the soluble form of L-selectin (sL-
selectin) has been suggested as a helpful alternative for the early diagnosis of leukemia relapse [15].
In fact, in acute myeloid leukemia, an abnormally high level of sL-selectin is considered as a possible
factor of poor prognosis, with higher risk for events such as relapse or death [16). Nevertheless,
although plasma sL-selectin may be a useful prognostic marker, the exact contribution of host
leukocyte population versus L-selectin-bearing tumor cells to the level of plasma sL-selectin remains
unclear. In the present work, we have used an experimental model of L-selectin-deficient T cell

lymphoma to examine this issue.

MATERIELS AND METHODS

Mice. All breeder pairs for mouse colony (normal and L-selectin deficient mice) were originally
purchased from Jackson Laboratory (Bar Habor, ME). Mutant L-selectin deficient mice were
backcrossed on a C57BL/6 background using polymerase chain reaction (PCR) to screen for the
appropriate mutation. Selectin-deficient mice (KOL) were healthy, fertile, and did not show any gross

abnormalities. Mice were maintained according to the Institutional Animal Care and Use Committee.

Cell lines and antibddies. The different mouse T lymphoma cell lines were established in our
laboratory from radiation-induced thymic lymphoma as previously described [17]. All cells were
maintained in RPMI 1640 complete medium (supplemented with 10% (v/v) FCS, 2mmol/L L-
glutamine, 10 mmol/L. HEPES buffer, 0.1 unit/mL penicillin, 50 pg/mL streptomycin and 55 pymol/L B-

mercaptoethanol). All products were from Life Technologies (Burlington, ON, Canada). For PMA
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activation, cells were activated with 100 nm/ml of PMA (Sigma, St. Louis, MO) for 30 minutes in
medium without FCS. Rat biotin-conjugated anti-mouse L-selectihn mAb was purchased from
eBioscience (San Diego, CA). Streptavidin-phycoerythrin (SA-PE) conjugates were obtained from BD

bioscience Pharmingen (Mississauga, ON, Canada).

Flow cytometry. Cells were washed in ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) and were iﬁcubated
on ice for 20 minutes with PBA (PBS containing 1% (v/v) bovine serum albumin (BSA), 0.01% (viv)
sodium azide) containing 30 ug/mL human immunoglobulin G (IgG; Sigma). Anti-L-selectin mAb was
then added for 20 minutes. For indirect staining, cells were washed twice after binding of the first mAb
and were incubated again with a saturating concentration of SA-PE conjugate for 20 minutes on ice.
After mAb binding, cells were washed with ice-cold PBA and were resuspended in 1 mL PBS
containing 0.01% sodium azide. Samples were kept in the dark and were analyzed using a
FACScalibur flow cytometer (BD Biosciences). Between 10 000 and 50 000 celluiar events were

analyzed for each sample.

ELISA. Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) for s-L-selectin (DuoSet sL-Selectin ELISA
Kit, from R&D Systems, Minneapolis, MN) was performed according to the manufacturers'

instructions. Light emission was measured at 450 nm using a microplate reader (Molecular Devices).

PCR.. The genotype of L-selectin-deficient cell lines established from radiation-induced thymic
lymphoma was confirmed by PCR analysis using the following parameters: 120 seconds at 94°C and
then 35 cycles of 3 steps consisting of 60 seconds at 94°C, 60 seconds at 58°C, and 60 seconds at
72°C. The following primers were used: for the detection of the L-selectin wild-type allele (728 bp):
5'-GGGAGCCCAACAACAAGAAG-3' (forward primer); and 5'-CTGCATCACAGATGCACGTG-3'
(reverse primer); for the detection of the mutated allele (320 bp), 5'-GGGAGCCCAACAACAAGAAG-
3’ (forward allele) and 5'-~ACACTGGACCACATACTGACACTG-3' (reverse primer). ‘
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Experimental model of lymphoma. The model used has been described in detalls In previous
publications [5, 17]. Briefly, T lymphoma cells (10°) were injected i.v. via the tail vein of 6- to 10-week-
old mice. Mice were then observed periodically for clinical signs of lymphoma (runting, splenomegaly,
and dyspnea). When moribund, mice were sacrificed and serum and organs were collected at

necropsy. The presence of lymphoma was confirmed by histological examination.

Statistical analysis. Statistical significance was measured using the Student's t test, and level of

significance was established at p less than .05.
RESULTS AND DISCUSSION.

Release of soluble forms of L-selectin from lymphoma cells. Before we examined the levels of
sL-selectin in normal and L-Selectin-deficient mice bearing T lymphoma, we first confirmed the
expression of L-selectin at the surface of T lymphoma cell lines and their ability to shed L-selectin
upon stimulation with PMA, a pharmacological agent known to induce the shedding of L-selectin [10].
Flow cytometric analyses showed that incubation of lymphoma cells with PMA at 37°C for 30 min in
serum-free medium decreased the expression of L-selectin on the surface of 164T2 and 374T1 T
lymphoma cells, as compared of cells incubated without PMA (Fig. 1). Similar decrease in the
intensity of L-selectin expression was observed using normal T cells (thymocytes) as a control. No
such decrease following exposure to PMA was observed, however, in the case of S11 lymphoma

cells, a variant derived from 16472 cells upon in vivo passages [18].

To confirm that reduction in cell surface expression of L-selectin following PMA stimulation was due to
shedding, soluble forms of L-selectin (sL-selectin) were measured from cell supernatants using a
specific, sandwich ELISA test for soluble forms of sL-selectin. Our results showed that: 1) a
significant level of sL-selectin was detected in the supernatants of unstimulated 164T2 and 374T1 T
lymphoma cells, which indicate that like normal lymphocytes [19], T lymphoma cells constitutively

shed membrane-bound L-selectin; normal T lymphocytes; 2) higher levels of sL-selectin were found
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in supernatants from PMA-stimulated 164T2 and 374T1 lymphoma cells compared with medium from
nonstimulated cells and; 3) no such constitutive release of soluble L-selectin was observed in the
case of S11 cells nor following stimulation with PMA (Fig. 2). In the case of S11, these results were
unexpected since these cells a) express high levels of L-selectin, b) were derived from 164T2
lymphoma cells, and c) expressed constitutive levels of TACE that are similar to other T lymphoma

cell lines, such as 164T2 (Data not shown).

Increases sL-selectin in mice bearing lymphoid tumors. In the next series of experiments, we
examined the plasma levels of normal syngeneic mice bearing lymphoid tumors induced by i.v.
injections of T lymphoma cells expressing L-selectin or T lymphoma cells deficient for L-selectin. In
this model, lymphoid tumors appear after a period of latency of 3-6 months after injection [18]. The
tumorigenic 1682 L-selectin-deficient lymphoma cell line was used for this study [5]. The 1682 cell
line was characterized at the genomic level and the presence of the homozygous mutation at the L-
selectin locus was confirmed by PCR on the genomic DNA (Fig. 1A). Moreover, their inability to
express L-selectin was confirmed at the protein level by flow cytometry (Fig. 1B). 1682, 164T2 or S11
lymphoma cells were thus injected in adult syngeneic C57BL/6 mice. We found that mice injected
with 164T2, and also with S11, were equally superior in their levels of sL-selectins as compared to
normal mice (p < 0.001). In contrast, injection of 1682 L-selectin-deficient-lymphoma cells could not

induce such elevation of circulating soluble forms of L-selectin (Fig. 3).

The contribution of L-selectin from the tumor cells and from the host cells. To further establish
lymphoma as a source of soluble forms of L-selectin in the serum of tumor-bearing mice, 16472 and
S11 lymphoma cell lines were injected in L-selectin-deficient mice and the presence of sL-selectin in
the serum of tumor bearing mice were measured by ELISA. Our results showed that while we could
not detect any significant level of sL-selectin in control L-selectin-deficient mice, as compared to
normal C57BL/6 mice which express constitutive levels of soluble forms of L-selectin resulting from
constitutive shedding by normal leukocytes [19)], significantly higher levels of sL-selectin (p < 0.01)

could be found in tumour-bearing L-selectin-deficient mice induced by 164T2 (Fig. 4). A significant (p
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< 0.01), although somewhat lower levels of soluble forms of sL-selectin were also found in L-Selectin-
deficient mice injected with S11. Taken together, these results provide evidence that sL-selectin

found in the serum of tumor bearing mice originate from shedding of T lymphoma cells.

In general, the presence of sL-selectin in the serum is believed to reflect circulating cell-endothelium
interactions and endothelial damage. In the case of patients with hematological disorders, however,
multiple possibilities exist regarding the source of soluble forms of L-selectin since transformed
lymphocytes constitutively express high levels of L-selectin. Here, using a pre-clinical model of T
lymphoma, we have shown that lymphoma cells constitutively shed L-selectin and are a major source

of soluble forms of L-selectin found in serum of lymphoma bearing mice.

Shedding of L-selectin reduces leukocyte recruitment and releases soluble receptors [20]. Moreover,
soluble L-selectins can antagonize leukocyte migration or induce leukocyte activation via cross-linking
of its ligands at the surface of circulating leukocytes [21]. Since elevated levels of the soluble L-
selectin are detected in the serum of patients with various forms of cancer, our findings suggest that
tumour cells expressing higher levels of L-selectin may be more tumorigenic than L-selectin-deficient
tumor cells. In our previous studies, however, no such differences were observed between
lymphoma cells expressing L-selectin or not, at least in the cases of thymic lymphoma [20]. However,
given our current observations that lymphoma cells may have disctint ability to shed L-selectin, these
results should be interpreted with caution. Our current findings clearly show that resistance to
shedding induced by PMA, a pharmacological agent known to induce in vitro shedding of L-selectin,
is not predictive from its ability to shed L-selectin in vivo. Indeed, while the parental 164T2 cells were
highly susceptible to PMA-induced L-selectin shedding, its metastatic variant S11 was resistant to
PMA-induced shedding. A similar observation was found with the S19 lymphoma cells, another
variant of 164T2 cells (data not shown). This difference in the ability to shed L-selectin is currently
unclear and under investigation. Clearly, this difference does not correlate with TACE expression, as
all of these cells express similar levels of this protease. These results are in fact consistent with the

idea that mechanisms other than TACE are possibly involved in shedding of L-selectin [9, 20].
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In conclusion, our results indicate that lymphoma cells are the major source of soluble forms of L-
selectin in the serum of lymphoma bearing mice. They also provide a new experimental model
system to study the mechanisms that control the shedding of L-selectin during the progression of

lymphoma cells towards aggressiveness.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: L-selectin shedding on T lymphoma cell lines. Flow cytometric of L-selectin expression
on the indicated T lymphoma cell lines and control thymocytes (THY) using the anti-L-selectin mAb.
Dark line, untreated; grey line, PMA;treated. Controls included cells incubated with SA-PE alone (thin
line histogram). The x-axis measures fluorescence intensity; the y-axis, cell counts. The results are

representative of at least three independent experiments.

Figure 2: Release of soluble forms of L-selectin from T lymphoma cells following treatment
with PMA as determined by ELISA. T lymphoma cells were plated and treated with 50 nm of PMA
for 30 min at 37°C. The supernatants were then immediately collected and the levels of soluble L-
selectin determined by ELISA. The y-axis represents ng/ml soluble L-selectin in untreated versus

PMA-treated cells. The results are representative of at least three independent experiments.

Figure 3: Lymphoma-induced shedding occurs in vivo by 164T2, S11 and L-selectin-deficient
lymphoma cell lines. (A) The L-selectin-deficient 1682 T lymphoma line was obtained from an in
vitro culture of a radiation-induced thymic lymphoma in C57BL/6 mice, as previously described. To
ascertain the stability of the genotype and the mutation upon in vitro passaging of this cell line,
genotyping at the L-selectin locus was carried out and compared to wild-type alleles. Genotypes of
T-lymphoma cell lines generated from normal (164T2), heterozygous (1681), and L-selectin-deficient
mice (1682) show the presence of the wild-type allele (728 base pair bp) and the puromycin-
containing mutant alleles (320 bp). A 572 bp DNA sequence specific for the galectin-7 promoter was
used as a non-coding genomic control. (B) Surface expression of L-selectin on lymphoma cell lines.
Cells were stained for L-selectin using the L-selectin-specific mAb by flow cytometry. Controls
included cells incubated with SA-PE alone. The T-cell origin of all lymphoma cell lines was
established by their ability to express CD3: (data not shown). The x axls measures fluorescence
intensity; the y axis, cell counts. (C) Serum was collected from normal mice (n = 28) or from

lymphoma bearing C57BL/6 mice. Levels of sL-selectin were determined by ELISA, as described in
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Materials and Methods. The mean values were 1,31 £ 0,21 Og/ml for control mice; 0,94 + 0,19 Og/ml
for lymphoma mice bearing lymphoma induced by injection of 1682 L-selectin-deficient lymphoma
cells; 3,67 + 1,61 'g/ml for lymphoma-bearing mice induced upon injection of S11 lymphoma cells,

and 3,33 + 1,91 Ug/ml for lymphoma-bearing mice induced upon injection of 164T2 lymphoma cells.

Figure 4. Detection of soluble forms of L-selectin in L-selectin-deficient mice bearing T cell
lymphoma. Serum was collected from normal mice (n = 28) or from normal mice bearing lymphoma
induced upon injection of (A) 164T2 or (B) S11 lymphoma cells. The mean values were 1,31 £ 0,21
‘Dg/ml for control mice; 2,39 + 0,98 Tg/ml for lymphoma mice bearing lymphoma induced by injection
of 164T2 lymphoma cells; and 3,32 + 1,90 (g/ml for lymphoma-bearing mice induced upon injection
of S11 lymphoma cells. No detectable levels of soluble L-selectins were detected in normal (non-
injected control) L-selectin C57BL/6 mice; 0,85 + 0,72 Og/ml for L-selectin-deficient mice bearing
lymphoma induced by injection of 164T2 lymphoma cells; 0,43 + 0,37 Og/ml for L-selectin-deficient

mice bearing lymphoma induced by injection of S11 lymphoma cells.
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PARTIE 3




DISCUSSION ET CONCLUSION
A- Rappel de la problématique et de I'objectif

Avant d'entreprendre les travaux présentés dans ce mémoire, nous savions que la L-sélectine est
importante pour engendrer un recrutement leucocytaire efficace et que le clivage de cette molécule
régule également le recrutement leucocytaire, car la fraction soluble de la L-sélectine clivée conserve
une affinité pour ses ligands. De plus, des études réalisées dans notre laboratoire avaient permis de
déterminer que la L-sélectine influence la dissémination des lymphomes et la croissance de
lymphome thymique. Nous savions également que des taux élevés de L-sélectines solubles sont
observes dans le sérum de patients atteints de lymphomes. Grace aux souris déficientes en L-
sélectine et a la lignée de lymphome déficiente en L-sélectine mise au point dans notre laboratoire,
nous avons donc entrepris de déterminer I'origine de cette augmentation qui pouvait provenir des
cellules immunitaires de I'héte, des cellules du lymphome ou une combinaison de ces deux sources.

B- Principaux résultats obtenus

Comme la L-sélectine subit un clivage a la surface des lymphocytes, il était soupgonné que la L-
sélectine soit également clivée de la surface des contreparties malignes, les lymphomes. Des études
en cytométrie en flux mesurant les niveaux d'expression de la L-sélectine & la surface des
lymphomes et des études ELISA mesurant les niveaux de L-sélectines soldbles dans les surnageants
ont clairement démontré que la L-sélectine est clivée de la surface des lignées de lymphomes (voir
Figure 1 et Figure 2). Cependant, la lignée de lymphome S11, un variant agressif de la lignée
164T2, n'a pas réagit pas comme les autres lignées cellulaires, la L-sélectine a sa surface étant plus
résistante au clivage induit par le PMA. Pour trouver une explication a cette divergence de clivage in
vitro entre les lymphomes S11 et 164T2, nous avons vérifié le niveau d’expression de TACE dans
ces deux lignées de lymphomes (voir Annexe 8). Nos résultats ont démontré que les niveaux
d’expression de TACE ne différent pas de fagon significative entre ces deux lignées, du moins du
point de vue de 'ARNm. De plus, les résultats d'étudeé in vivo -démontrent qu'il n'y a pas de
différence significative au niveau de la concentration de L-sélectine soluble dans le sérum des souris
injectées avec les lymphomes S11 ou 164T2 (voir Figure 3, Figure 4). Hors, la L-sélectine soluble
provenant principalement des lymphomes, nos résultats indiquent que la L-sélectine & la surface de
S11 se fait cliver in vivo malgré une résistance au clivage induit par le PMA in vitro. Les niveaux de
clivage de la L-sélectine sur S11 et 164T2 in vivo étant similaires, on ne peut conclure qu'une
diminution du clivage de la L-sélectine corréle avec I'agressivité des lymphomes (voir Annexe 7).
Bien que ces résultats soient consistants avec I'existence de mécanismes de clivage de la L-
sélectine indépendant de PMA, ils démontrent surtout que la dépendance au PMA peut varier avec le
temps dans une cellule cancéreuse, laquelle peut donc utiliser plusieurs mécanismes pour cliver la L-
sélectine. lls démontrent par surcroit que le clivage par le PMA n’est pas indicatif du clivage in vivo.
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L'objectif principal de ce projet était de déterminer la source de 'augmentation de la forme soluble
serique de L-sélectine dans le cas de tumeurs lymphoides par I'utilisation d'un modéle pré-clinique
falsant appel a des souris génétiquement modifiées. Le modéle pré-clinique utilisé est original en ce
sens qu'il combine ['utilisation & la fois de lymphomes déficients en L-sélectine et de souris
déficientes en L-sélectine. Ce modéle nous a permis de déterminer notamment que I'augmentation
de la L-sélectine soluble dans le sérum de souris atteintes de lymphomes T provient principalement
de la surface des cellules tumorales (voir Figure 3 et Figure 4).

Tel qu'abordé précédemment dans le mémoire, nos études antérieures ont démontré que TACE est
considéré comme la protéase majeure responsable du clivage de la L-sélectine. Nos résultats avec la
résistance du clivage de la L-sélectine chez les cellules S11, un variant de 164T2 sensible au clivage,
nous ont mené a déterminer I'implication de voies alternatives dans le clivage de la L-sélectine. Nous
avons notamment vérifie I'implication de MMP-9 et HLE (‘human leukocyte elastase’), deux protéases
associees avec le développement de lymphomes et reconnues pour cliver les molécules d'adhésion
intercellulaires (Champagne et al., 1998 ; De Noncourt et al., 2001). Nos résultats ont cependant
démontré que MMP-9 et HLE n'induisent pas le clivage de la L-sélectine. De plus, la mesure des
niveaux de L-sélectine soluble dans des sérums de souris déficientes en MMP-9 (KOMMP-9) en
comparaison avec des sérums de souris sauvages (WT) démontre que I'absence de MMP-9 n’afecte
pas les niveaux de L-sélectine soluble constitutifs (voir Annexe 1). Nous avons également comparé
le clivage de la L-sélectine & la surface de lignées de lymphomes sauvages et de lymphomes
deficients en MMP-9 (voir Annexe 2). Les résultats obtenus portent & croire que MMP-9 ne participe
pas au clivage de la L-sélectine. Finalement, I'incapacité de MMP-9 & cliver la L-sélectine a été
confirmée en stimulant les lymphomes a sécréter MMP-9 en utilisant la galectine-7 recombinante et
des lymphomes surexprimant la galectine-7. Notre équipe de recherche a en effet démontré que la
galectine-7 induit MMP-9 dans les lymphomes (Demers et al., 2005). La stimulation de lymphomes .
avec différentes concentrations de Gal-7 (Annexe 5) ainsi que I'analyse du clivage de la L-sélectine a
la surface de lymphomes surexprimant Gal-7 (Annexe 6) ont permis d'établir que la MMP-9 ne
participe pas au clivage de la L-sélectine. Dans un deuxiéme temps, nous avons déterminé
limplication de HLE dans le clivage de la L-sélectine. Plusieurs expériences in vitro ont témoigné de
lincapacité de HLE & induire le clivage de la L-sélectine sur des lignées de lymphomes (voir Annexe
3 et Annexe 4). L'enzyme HLE, comme MMP-9, ne semble donc pas étre impliquée, du moins
directement, au clivage de la L-sélectine.
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C- Originalité des travaux et perspectives

A notre connaissance, notre étude est la premiére a établir clairement que les molécules de L-
sélectine soluble dans le sérum de souris atteintes d'un lymphome proviennent principalement de la
surface des cellules du lymphome. Cette conclusion est basée sur deux séries d'expériences : 1) une
premiére comparant les niveaux de L-sélectine soluble entre le sérum de souris normales et
déficientes en L-sélectine injectées avec des lymphomes exprimant la L-sélectine et 2) une deuxiéme
série comparant les niveaux de L-sélectine soluble entre le sérum de souris normales injectées avec
des lymphomes exprimant la L-sélectine et des lymphomes déficients en L-sélectine.

Le clivage de la L-sélectine lors du développement de lymphomes T murins étant mieux caractérisé,
il serait intéressant de poursuivre I'étude afin de vérifier la pertinance du clivage de la L-sélectine de
la surface des cellules tumorales. Il serait particulierement intéressant de déterminer comment se
comportent des lymphomes exprimant des molécules de L-sélectines résistantes au clivage et
comment se comportent des lymphomes surexprimant TACE, et ayant donc une augmentation du
clivage de la L-sélectine.

Afin de produire des lignées de lymphomes ayant une forme de L-sélectine résistante au clivage, il
est envisageable de transfecter des lymphomes déficients en L-sélectine avec des vecteurs
contenant le géne de la L-sélectine F323P, AK-N ou WT (voir Figure 1). Une fois sélectionnés et
verifiés, les clones choisis pourraient étre injectés dans des souris pour étudier le développement de
lymphomes ayant des formes de L-sélectine résistantes au clivage. Il serait également possible
d'irradier des souris possédant déja une forme de L-sélectine résistante au clivage (LAP) pour
produire des lignées de lymphome résistant au clivage de la L-sélectine (Galkina et al., 2003).

Clivage Présence
induit par  de clivage
PMA (%)  constitutif

WT CQETNRSFSKI KEGDYNPL 84+9 oui
F323P - - - - - - - P - - - - .- ... 239  ou

AK-N - - - - - - - - - * ok Kk & * k * % - - 22 i. 35 non

- Figure 1: Séquences d'acides aminés a proximité du site de clivage de la L-sélectine et
séquences de deux constructions ayant des mutations ainsi que leur réponse au clivage
induit ou constitutif. Les lettres en gras indiquent les acides aminés faisant partie de la région
proximale & la membrane. Les astérisques (*) indiquent une délétion des acides aminés de la
sequence de la L-sélectine sauvage. Image modifiée de Zhao et al., 2001d.
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Une autre approche possible pour étudier I'importance du clivage de la L-sélectine ‘consisterait a
produire des lymphomes ou le niveau de clivage de la L-sélectine est accentué. Pour arriver a cette
fin, il serait possible d'envisager de générer des transfectants stables de lymphomes avec une
construction codant pour TACE et un mutant de TACE sans activité enzymatique. Garton et al., 2003
ont produit les constructions pour faire les transfections (pBM-IRES-PURO). Pour vérifier
lincorporation de TACE des analyses de RT-PCR’, d'immunobuvardage de type Western et de
cytométrie peuvent étre effectuées (Budagian et al., 2004 ; Singh et al., 2005). Une fols sélectionnés
et verifiés, les clones choisis seraient alors injectés dans des souris afin de comparer le
développement de lymphomes en corrélation avec les niveaux de L-sélectine soluble, et ce chez des
souris normales et déficientes en L-sélectine.

Il serait egalement intéressant d'expliquer le faible niveau de clivage de la L-sélectine a la surface
des lymphomes S11 suite & une stimulation au PMA dans les études in vitro. Une des possibilités est
que la L-sélectine exprimée & la surface de S11 ait une divergence de séquence d'acides aminés qui
empéche le clivage de la L-sélectine via une activation par PMA, car il est démontré qu'une certaine
construction de L-sélectine mutante ne subit pas de clivage suite & une stimulation au PMA (Stoddart
et al., 1996).

7 Les amorces utilisées pour les RT-PCR sont :
sens : 5'-GCGGCGTCTCCTCATCCT-3' antisens : 5 -TTATATTCTGCCCCATCTGTGTTG-3'
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D- Conclusion

Nous avons établi pour la premiére fois I'origine lymphomateuse des molécules de L-sélectine
soluble en concentration anormalement élevée dans le sérum de souris atteintes d'un lymphome T.
Les prochains travaux devront permettre de déterminer 'importance du clivage de la L-sélectine dans
le développement de lymphomes T murins, car la L-sélectine joue un rdle dans la dissémination des
lymphomes (Bélanger et St-Pierre, 2005) et le clivage de la L-sélectine régule le recrutement
leucocytaire dans un systéme sain (Tu et al., 2002). Ces recherches pourraient permettre d’envisager
de possibles traitements thérapeutiques en lien avec une inhibition du clivage de la L-sélectine, car
une concentration élevée de sL-sélectine sérique semble corréler avec un pronostic négatif chez les
patients atteints d'un lymphome (Haznedaroglu et al, 2000). Dans cette perspective, il serait
également intéressant de connaitre depuis quelle étape du processus métastatique est davantage
cliver la L-sélectine a la surface des lymphomes. En effet, une hypothése envisageable est que le
clivage de la L-sélectine & la surface des lymphomes favorise le développement métastatique. I
pourrait effectivement y avoir une augmentation du clivage de la L-sélectine a la surface des
lymphomes ayant atteint leur foyer secondaire (post-hbming). Cela aurait comme conséquence
d'augmenter le niveau de L-sélectine soluble et donc de diminuer les interactions
leucocytes/endothélium activé. Les cellules du systéme immunitaire telles que les cellules NK ne
pourraient donc pas répondre adéquatement au développement cancéreux (Gallatin et al., 1983 ;
Finger et al., 1996a ; Ohyama et al., 2002).
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Annexe 1
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Annexe 1. Les niveaux de L-sélectine soluble dans le sérum de souris C57BL/6 (WT) et

KOMMP-9 sont similaires. Des prises de sang ont été effectuées sur 5 souris KOL, 5 souris
C57BL/6 et 5 souris MMP-9 déficientes (KOMMP-9). Les sérums ont alors été analysés par ELISA
pour mesurer les niveaux de L-sélectine soluble. Les sérums de souris KOL servent ici de témoin
négatif. Chaque sérum fut testé en duplicata. Les résultats obtenus indiquent qu'il n'y a pas de
différence significative entre les niveaux de L-sélectine soluble chez ies souris C57BL/6 et KOMMP-
9. L'absence de MMP-9 n'influence pas les niveaux sériques de L-sélectine soluble chez des souris

normales.
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Annexe 2
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Annexe 2 : Les pourcentages de clivage de la L-sélectine a la surface de cellules de lymphome
de type 16472, 267 et KOMMP9 sont similaires suite a une stimulation au PMA (20nm/ml). Des
suspensions cellulaires de 164T2, 267 et d’une lignée de lymphome MMP-9 déficiente (KOMMP9)
ont été stimulées au PMA (20 nm/ml) pendant 5, 10, 15, 30 ou 60 minutes. L’expression de la L-
selectine a la surface des cellules a ensuite été analysée en cytométrie en fiux. La L-sélectine a la
surface des cellules déficientes en MMP-9 subit un pourcentage de clivage similaire aux cellules 267
ainsi qu'aux cellules 164T2. L'absence de MMP-9 n'influence pas les niveaux sériques de la L-
sélectine soluble chez des souris normales.
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Annexe 3

4000
3500

3000

2500 ./o————‘\'___‘

ic
= 2000
1500
1000
500

0 1 2 3 4 5
Temps (heure)

Annexe 3 : L'expression de la L-sélectine a la surface de cellules 164T2 a différents temps
suite & une stimulation avec 10 pg/ml de HLE ne varie pas. Des suspensions cellulaires de 164T2
ont été incubées en présence de 10 pg/ml d'élastase de leucocytes humaine purifiée (HLE) pendant
une, deux, trois ou quatre heures. L'expression de la L-sélectine & la surface des cellules a ensuite
été analysée en cytométrie en flux. L’expression de la L-sélectine a la surface des cellules ne
diminue pas en présence de HLE.

Cette absence de clivage de la L-sélectine a été confirmée par une étude ELISA mesurant les
niveaux de L-sélectine soluble dans les surnageants de stimulations (Résusltats non-publiés). HLE
ne semble donc pas participer au clivage de la L-sélectine.
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Annexe 4
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Annexe 4 : L’expression de la L-sélectine a la surface de cellules 164T2 et de cellules 267 suite
a une stimulation avec 10 pg/ml de HLE pendant 4 heures et cela dans différents milieux de
culture ne varie pas. Pour vérifier si un inhibiteur présent dans le milieu de culture normalement
utilisé était responsable de inhibition de HLE, des suspensions cellulaires de 164T2 et de 267 ont
été préparées avec différents milieux de culture et stimulées avec 10 Mg/mi de HLE pendant quatre
heures. L'expression de la L-sélectine & la surface des cellules a ensuite été analysée en cytométrie
en flux. Aucune des conditions testées ne permettait a HLE de cliver la L-sélectine. Cette absence de
clivage de la L-sélectine a été confirmée par une étude ELISA mesurant les niveaux de L-sélectine
soluble dans les surnageants de stimulations. HLE ne semble donc pas participer au clivage de la L-

sélectine.
S-, milieu de culture sans sérum ; Nude, milieu de culture avec 1% de ‘Nu serum’ (sérum de remplacement synthétique a faible
teneur en proteine et sans inhibiteur de protéase sérique) ; Hyb, milieu de cuiture hybridoma.
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Annexe 5
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Annexe 5 : Aucune variation de concentration en L-sélectine soluble suite a la stimulation de
cellules 164T2 avec différentes concentrations de Gal-7 recombinante. Des suspensions
cellulaires de 164T2 ont été stimulées avec 0,5, 1, 5 et 20 pg/ml de Gal-7 recombinante pendant 30
minutes pour ensuite quantifier via ELISA le niveau de L-sélectine soluble dans les surnageants
d'expérimentation. Les niveaux de L-sélectines solubles n'augmentent pas. L'étude en cytométrie en
flux analysant I'expression de la L-sélectine & la surface de ces mémes cellules confirme I'absence
de clivage. Les résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes. La Gal-7 ne semble
donc pas participer au clivage de la L-sélectine.
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Annexe 6
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Annexe 6 : La surexpression de Gal-7 par des cellules 267 transfectées n’augmente pas le
clivage de la L-sélectine suite a une stimulation au PMA (20 nm/ml) pendant 30 minutes. Des
suspensions cellulaires de cellules 267 surexprimant la Gal-7 et de cellules 267 transfectées avec sr-
alpha (contrdle) ont été stimulées avec 20 nm/ml de PMA pendant 30 minutes. Ces suspensions (
PMA) ainsi que des suspensions contrdles non stimulées (s _ ) ont ensuite été analysées en
cytomeétrie en flux pour déterminer le niveau de clivage de la L-sélectine & la surface des cellules. Le
niveau de clivage de la L-sélectine a la surface des cellules suite 4 une stimulation au PMA est
comparable entre les cellules surexprimant la Gal-7 et les cellules contréles. La Gal-7 ne semble
donc pas patticiper au clivage de la L-sélectine.
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Annexe 7
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Annexe 7: Les injections intraveineuses de cellules 164T2 et de cellules S11 produisent des
niveaux de L-sélectine soluble similaires dans le sérum de souris. Ces résultats ont été obtenus
en injectant par voie intraveineuse une suspension cellulaire de 164T2 (=) & 6 souris C57BL/6 et une
suspension cellulaire de S11 a 5 souris C57BL/6 (o). Par la suite, des prélévements étaient effectués
a différents temps pour analyser via ELISA le niveau de L-sélectine soluble dans le sérum des souris.
Cela permet de déterminer la cinétique de production de la L-sélectine soluble dans le sérum des
souris atteintes d’'un lymphome. Les tumeurs induites par injection intraveineuse de cellules 164T2 et
de cellules S11 entrainent des niveaux de L-sélectine soluble similaires.
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Annexe 8
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Annexe 8: L’expression de TACE chez les cellules 164T2 et S11 est similaire. Ces résultats ont
été obtenus en effectuant une extraction d’ARN depuis un culot cellulaire de 164T2 et de S11. Une
analyse par RT-PCR, avec un contrle de GAPDH, a ensuite été réalisée pour déterminer le niveau
d’ARNm de TACE dans les cellules. Les niveaux d'expression de TACE dans ces deux lignées de
lymphomes semblent similaires.
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