pour le peptide, un de faible affinité et
Pautre de haute affinité. Le vorapaxar
bloque uniquement le site de liaison a
haute affinité. Nous avons aussi démon-
tré que le site a faible affinité est moins
spécifique (liant de maniére similaire
des peptides de séquences différentes).
D’autres études nous laissent penser
que ce second site pourrait étre situé
sur la boucle extracellulaire 2° du récep-
teur PAR1, servant de site « d’attente »
avant de pénétrer dans le site de liaison
central a haute affinité. Cette diffusion
nécessiterait un changement conforma-
tionnel du récepteur.

Lors de cette étude, nous avons démon-
tré que I"imagerie FD par microscopie
a force atomique est un outil puissant
qui permet I'imagerie a haute résolu-
tion d’un récepteur individuel dans des
conditions natives et la caractérisation

5 PARL compte trois boucles extracellulaires et trois boucles
intracellulaires.

du paysage énergétique de sa liaison
avec son agoniste. Nous avons montré
qu’il était possible d’investiguer a la fois
le régime cinétique et thermodynamique
de liaison. Par la suite, nous souhaitons
développer la technique afin de pouvoir
examiner ce type d’interaction directe-
ment sur des cellules vivantes. ¢

Study of membrane receptors

by atomic force microscopy
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Les calpaines

Une arme a double tranchant

Emmanuel Letavernier, Laurent Baud

Résoudre I’inflammation

Uinflammation est une réaction aigué
de défense de I"organisme face a une
agression par exemple d’origine infec-
tieuse ou traumatique. Elle permet la
restitution de tissus morphologique-
ment et fonctionnellement normaux.
Néanmoins, pour éviter que son déve-
loppement se perpétue et conduise
lui-méme a de nouvelles Iésions, il est
nécessaire qu’elle se résolve rapide-
ment [1]. Uinterruption de la réaction
inflammatoire suppose que I'afflux de
cellules et la libération ou la fonction
de médiateurs inflammatoires soient
progressivement limités. C’est le rdle
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des médiateurs anti-inflammatoires,
protéiques et lipidiques, qui sont syn-
thétisés trés tot apres I"apparition des
premiéres lésions. Un trés bel exemple
de résolution de I’inflammation est
donné par la cascade de médiateurs
lipidiques décrite par Charles Serhan
[2]. Uinitiation de la réaction inflam-
matoire est caractérisée par la syn-
thése, a partir de I’acide arachidonique,
de médiateurs (prostaglandine €2
[PGE2] et leucotriene B4 [LTB4]) qui
favorisent I'afflux de polynucléaires
neutrophiles. Un changement (en
anglais, switch) dans le métabolisme
de I"acide arachidonique se produit

'S

. Dufréne YF, Martinez-Martin D, Medalsy |, et al.
Multiparametric imaging of biological systems by
force-distance curve-based AFM. Nat Methods 2013 ;
10 : 847-54.

. Pfreundschuh M, Alsteens D, Hilbert M, et al.
Localizing chemical groups while imaging single native
proteins by high-resolution atomic force microscopy.
Nano Letters 2014 ; 14 : 2957-64.

. Alsteens D, Pfreundschuh M, Zhang C, et al. Imaging

[

o

G protein-coupled receptors while quantifying their
ligand-binding free-energy landscape. Nat Methods
2015; 12 : 845-51.

. Pfreundschuh M, Alsteens D, Wieneke R, et al.
Identifying and quantifying two ligand-binding sites
while imaging native human membrane receptors by
AFM. Nat Commun 2015 ; 6 : 8857.

. Jandrot-Perrus M. La thrombine et ses récepteurs :

~

implications dans I’hémostase et le développement
embryonnaire. Med Sci (Paris) 2002 ; 18 : 19-22.

. Giocondi MC, Milhiet PE, Lesniewska €, Le Grimellec C.
Microscopie a force atomique : de "imagerie cellulaire

N

& la manipulation moléculaire. Med Sci (Paris) 2003 ;
19:92-9.

10. Bernaud J, Castelnovo M, Muriaux D, Faivre-

o

Moskalenko C. Microscopie a force atomique pour
I’étude du cycle viral. Med Sci (Paris) 2015 ; 31 :
522-8.

11. Kasas S, Petar Stupar P, Giovanni Longo G, Dietler

-

G. Détecter la vie grdce a la microscopie a force
atomique. Med Sci (Paris) 2015 ; 31 : 369-71.

Sorbonne Universités, UPMC Univ Paris

06, UMR_S 1155 et Inflammation-
Immunopathology-Biotherapy Department
(DHU i2B), hdpital Tenon, 4, rue de la Chine,
F-75020, Paris, France.
emmanuel.letavernier@tnn.aphp.fr

laurent.baud@tnn.aphp.fr

ensuite, conduisant a la synthese pré-
férentielle d’un nouveau dérivé lipi-
dique, la lipoxine, qui en limitant I"af-
flux de polynucléaires neutrophiles et
en favorisant leur apoptose et leur
élimination par des macrophages per-
met la résolution de I'inflammation. Au
cours de ces dix dernieres années, notre
groupe a mis en évidence un nouvel
exemple de switch, cette fois dans I'ac-
tivité d’une protéase, la calpaine, qui,
de pro-inflammatoire dans le cyto-
plasme, devient anti-inflammatoire et
réparatrice, simplement en passant du
cytosol au milieu extracellulaire de la
cellule qui la produit.
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Les calpdines intracellulaires,

des médiateurs de I'inflammation

Les calpaines sont des endopeptidases
a cystéine de type papaine dont I'acti-
vité dépend du calcium (I’appellation
calpaine provient d’ailleurs de la fusion
des mots calcium et
papaine) [3] (=»).
Elles comptent
14 membres dont les

(=) Voir la Synthese
de L. Baud et al.,

m/s n° 1, janvier
2003, page 71
principaux sont les calpaines p (ou cal-
paine 1 [CAPN1]) et m (ou CAPN2), parce
qu’elles sont respectivement actives
a des concentrations micromolaires
et millimolaires de calcium. Elles sont
toutes les deux associées a la sous-unité
régulatrice calpaine 4 (ou Cssl pour
calpain small subunit 1). Présentes dans
le cytoplasme de chaque cellule, leur
activité est physiologiquement limitée
par un pseudosubstrat, la calpastatine,
qui mime mais ne présente pas I'activité
du substrat. Leur implication dans la
réaction inflammatoire a été démontrée
initialement grace a Iadministration
d’inhibiteurs pharmacologiques qui leur
étaient plus ou moins spécifiques. Par
la suite, des expériences ont été réa-
lisées en utilisant des souris transgé-
niques surexprimant la calpastatine soit
dans 'organisme entier, soit dans des
tissus cibles. Grdce a cette technique
beaucoup plus spécifique, nous avons
montré en particulier, que les calpaines
amplifiaient la réaction inflammatoire
dans des modéles de glomérulonéphrite!
[4], d’hypertension artérielle [5], de
rejet d’allogreffe [6] ou de septicémie
[7]. Les mécanismes moléculaires de
cette augmentation de I’inflammation
impliquant les calpaines, reposent sur
Pactivation du facteur de transcription
clé de Pinflammation NF-xkB, I'induc-
tion du facteur chimiotactique pour les
monocytes MCP-1 (monocyte chemoat-
tractant protein-1 ou CCL2 [chemo-
kine (C-C motif) ligand 2]), la dégra-
dation de la chaine yc? du récepteur de

! La glomérulonéphrite est une affection rénale progressive tou-
chant les unités individuelles de filtration du rein, les glomérules.

% La chaine gamma (yc) est commune aux récepteurs des
interleukines (IL)-2, -4, -7, -9, -15.
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IL(interleukine)-2 (facteur limitant la
production d’IL-17 par les cellules T), et
la libération de microparticules procoa-
gulantes. Les calpaines participent éga-
lement au développement de la fibrose
« cicatricielle » qui accompagne la réac-
tion inflammatoire, par exemple dans les
atteintes vasculaires de I’hypertension
artérielle [5] et myocardiques associées
a Iinfarctus [8]. Dans leur ensemble,
ces études et bien d’autres suggerent
que les calpaines intracellulaires jouent
un role important dans le développe-
ment de I'inflammation et de la fibrose
cicatricielle.

Les calpdines sont extériorisées

Seules quelques études ont montré que
les calpaines peuvent étre présentes
dans le milieu extracellulaire bien sir en
cas de mort cellulaire, mais également
en I'absence de toute Iésion de la cel-
lule. La calpaine ne comporte pas dans
sa structure de peptide signal dans son
domaine aminoterminal qui lui permet-
trait d’étre adressée a la membrane pour
étre excrétée. Il faut donc admettre que
cette sécrétion se réalise selon un mode
non conventionnel grace, par exemple, a
P’activité de transporteurs membranaires
comme ceux de la
famille ABC (ATP
binding cassette)®
[11] ().

Nous avons démontré en effet que les
lymphocytes murins et humains sécretent

(=») Voir la Synthese
de M. Mourez et al.,
m/s n° 3, mars 2000,
page 386

les calpaines p et m en utilisant le sys-
teme de transport membranaire ABCAL
(Figure 1). Ainsi, I’inhibition pharma-
cologique spécifique de la voie ABCAl
par le glyburide, ou sa suppression par
une technique de siARN (small inter-
fering RNA), diminuent la sécrétion de
calpaines et favorisent ainsi I"accumu-
lation de la protéase dans le cytosol de
la cellule [9]. Au contraire, Iactiva-
tion d’ABCAL par I'apolipoprotéine Al

5 Les systemes de transport a ATP binding cassette (ABC)
constituent une famille de protéines, que 'on retrouve dans
tout le régne vivant. Ils utilisent I’énergie de I’hydrolyse de
I’ATP pour I"import ou I'export unidirectionnels de substrats,
des ions aux macromolécules.

(ApoA-1) ou son peptide actif 4F, aug-
mente la sécrétion des calpaines, limi-
tant ainsi leur activité a I’intérieur de
la cellule. Comment I'activité d’ABCAl
permet "externalisation des calpaines
n’a pas été démontré dans ces études
mais il est vraisemblable qu’elle implique
la formation de microvésicules. &n effet,
gréice & son activité floppase?, le trans-
porteur ABCA1 participe a la formation
de microvésicules dont nous avons mon-
tré qu’elles contiennent les calpaines p
et m [9]. Ces microvésicules sont ins-
tables. Elles pourraient étre rapidement
rompues, libérant les protéases dans le
milieu extracellulaire ou la concentra-
tion de calcium considérablement plus
élevée que dans le cytosol, permettrait
leur activation. Il est donc trés impor-
tant de connaitre le rGle des calpaines
externalisées.

Les calpaines extracellulaires

limitent 'inflammation

et favorisent sa résolution

Afin d’identifier les fonctions des cal-
paines extracellulaires, des lymphocytes
spléniques murins ont été activés par
un anticorps anti-CD3 (spécifique du
TeR [T-cell receptor]) puis exposés & la
calpaine p purifiée. Les cytokines pro-
duites ont ensuite été évaluées [9]. Nous
avons ainsi observé que la production
d’IFN(interféron)-y (cytokine caracté-
ristique des lymphocytes de type Thl),
d’IL-4 (caractéristique des lympho-
cytes Th2), d’IL-2, d’IL-6, d’IL-12 et de
TNF(tumor necrosis factor)-o. n’est pas
modifiée par la calpaine. €n revanche,
la sécrétion d’IL-10 et surtout d’IL-17
diminue tres significativement par rap-
port aux taux mesurés avec des cellules
activées mais pas exposées a la cal-
paine. Nous avons donc particulierement
analysé le r6le des calpaines extracellu-
laires sur I’expression de I'[L-17 par les
lymphocytes. Dans les lymphocytes acti-
vés via leur TcR, les calpaines endogenes

4 Les flippases permettent aux lipides un mouvement du feuil-
let externe vers le feuillet interne de la membrane plasmique,
les floppases assurent le mouvement inverse. Les scramblases
peuvent donner aux lipides un mouvement bidirectionnel.



mTLR2/1

e
STLR2 0,

La
. L
Calpaines %

IL-2

.
)
-
-
=
=
-
[
.
=
u
»
»
-
g
g
g

Q
Q
Q
*

apoAl/4F peptide

* ABCAl

Figure 1. Mécanismes de la sécrétion des calpaines et de I’action anti-inflammatoire des cal-

paines sécrétées. Les lymphocytes T sécretent les calpaines dans des microvésicules grace a

I’activité du transporteur ABCAL (ATP-binding cassette transporter Al). Celles-ci se rompent

et libérent les calpaines qu’elles contiennent dans le milieu extracellulaire ol leur activité

est amplifiée par les concentrations élevées de calcium. Les calpaines ainsi libérées coupent

le domaine extracellulaire de TLR2 (toll-like receptor 2), puis le dégradent. Il en résulte en

particulier une diminution de I’expression TLR2-dépendante d’une cytokine pro-inflammatoire,
I'IL(interleukine)-17. ApoAl : apolipoprotéine Al ; IL-2 R : récepteur de I'IL-2 ; sTLR2 : forme
soluble de TLR2 ; mTLR1/2 : forme membranaire de TLR1/2.

sécrétées créent un rétrocontrdle néga-
tif sur "expression d’IL-17, qui aug-
mente lorsque le transporteur ABCAI est
stimulé par ’ApoA-1 et diminue lorsque
Pactivité calpaine est bloquée spécifi-
quement dans le milieu extracellulaire.

Ce controle s’exerce au niveau de la
transcription du gene de la cytokine.
Afin de caractériser la cible moléculaire
des calpaines impliquée dans ce rétro-
contrdle, nous avons recherché quelle(s)
protéine(s) présente(s) a la surface des
lymphocytes et exposée(s) a I’action
protéasique de la calpaine extracellu-
laire, pouvai(en)t étre dégradée(s). Par
électrophorése et MALDI-TOF/TOF®, nous
avons pu identifier la protéine chape-
ronne grp94 (également appelée gp96)
dans le milieu extracellulaire. gp96 n’est
pas dégradée par les calpaines mais elle
est détachée de son support membra-

5 ’analyse en MALDI-TOF/TOF (basée sur une ionisation
de type désorption/ionisation laser assistée par matrice
[MALDI] et analyse en temps de vol [TOF]) permet de déter-
miner avec précision, apres purification de I’échantillon, la
masse moléculaire de peptides et leur séquence en acides
aminés a I'aide de faibles quantités d’échantillons (quelques
dizaines de femtomoles).
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naire. gp96 est un ligand du récepteur de
Iimmunité innée TLR2 (toll-like recep-
tor 2) avec lequel elle est associée. Des
analyses ultérieures ont pu montrer en
effet que les calpaines clivaient en fait
le domaine extracellulaire de TLR2, au
ras de la membrane plasmique, libérant
ainsi gp96. Ceci conduit a la génération
d’une forme soluble du récepteur, avant
qu’il ne soit coupé en de multiples petits
fragments (Figure 1). Limplication de
cette cible dans le contrdle d’IL-17 par
les calpaines extracellulaires a pu étre
confirmée par I’observation que le rétro-
controle est amplifié par I’addition d’un
ligand spécifique de TLR2 (le Pam3Cys®)
et annihilé lorsque TLR2 est bloqué ou
absent. Nous avons également exa-
miné si des mécanismes physiologiques
de contréle d’IL-17 pouvaient impli-
quer la sécrétion de calpaines. L'IL-2
est classiquement décrite pour limiter
I’expression d’IL-17. Cette interleukine
amplifie effectivement la concentration

¢ 5-(2,3-bis[palmitoyloxy]-[2-RS]-propyl)-N-palmitoyl-
R-cysteine.

d’ABCAl dans la membrane plasmique
des lymphocytes. Elle accélere la sécré-
tion de calpaines et limite ainsi I'ex-
pression de TLR2 et donc d’IL-17 induite
par un ligand spécifique du récepteur. ||
est intéressant de noter que cette régu-
lation de IIL-17 par I’IL-2 n’est obtenue
que pour de faibles doses d’1L-2 (0,001-
0,01 ng/mL) dont les effets anti-inflam-
matoires et immunosuppresseurs sont
bien établis chez les patients atteints de
maladie auto-immune.

Est-ce qu'un contrdle de I’expression
d’IL-17 par les calpaines extracellulaires
intervient in vivo ? Pour répondre a
cette question, des souris transgéniques
(CRP/Cast) qui expriment la calpasta-
tine (Cast), inhibiteur de I'activité des
calpaines, sous le contréle du promo-
teur/peptide signal de la CRP (C-reac-
tive protein) humaine ont été générées
[9]. Cette construction a I’avantage
d’associer une faible expression basale
du transgeéne (geéne intégré) dans le foie.
Par contre elle permet d’obtenir une
augmentation de I’expression qui est
significative en réponse a un stimulus
inflammatoire et une sécrétion de la
protéine dans le sang et le milieu extra-
cellulaire. Avec cet outil, nous avons
montré, dans un modéle de péritonite
aigué provoquée par I'injection de Pam-
3Cys, qu’une diminution de I'activité
calpaine extracellulaire induite par le
produit du transgene, éléve effective-
ment les concentrations locales d’IL-17
et aggrave, proportionnellement, I’infil-
tration du péritoine par des polynu-
cléaires neutrophiles. Avec ce méme
outil, nous avons analysé un modeéle
d’arthrite rhumatoide, une pathologie
qui implique a la fois la gp%6, le TLR2
et I'IL-17 [9]. Dans ce cas, la présence
de calpastatine extracellulaire chez les
souris CRP/Cast augmente I'incidence
de la maladie et aggrave les Iésions de
synovite et de destruction du cartilage
articulaire.

Finalement, les calpaines extracellulaires
ne limitent pas seulement la réaction
inflammatoire. Elles favorisent aussi sa
résolution et la réparation tissulaire. Les
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calpaines extracellulaires dégradent en
effet la fibronectine de la matrice extra-
cellulaire avec pour conséquence (1)
une diminution de "ancrage des cellules
épithéliales a cette matrice, ce qui favo-
rise leur migration et la colonisation de
zones détruites par I’inflammation, et (2)
la génération de fragments de fibronec-
tine ce qui accélere la prolifération des
cellules endothéliales et la formation de
nouveaux tubes capillaires [10].

Quelles opportunités pour une nouvelle
approche thérapeutique ?

Moduler Pactivité calpaine extracellu-
laire est potentiellement intéressant
en thérapeutique. Cela permettrait de
contréler la production de I'IL17, soit
pour ’augmenter (pour un traitement
anti-cancéreux par exemple), soit pour
la limiter (dans le cadre d’un traite-
ment anti-inflammatoire par exemple).
Dans le premier cas, I'activité calpaine

extracellulaire pourrait étre bloquée
par I’administration de calpastatine ou
de certains de ses fragments. Dans le
second cas, elle devrait étre amplifiée
par I'administration de calpaine (cal-
paine 4 ou stabilisateur de calpaines),
ce qui aurait une action plus directe que
celle induite par les activateurs d’ABCA1
(4F ou faibles doses d’IL-2), qui sont
maintenant bien établis. ¢

Calpains: a double edge sword
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L’auto-antigene Ro60 se lie

aux rétro-éléments endogenes
et régule Iexpression des genes

inflammatoires

Alexandre Belot, Cécile Picard

> Ro60 est un antigéne nucléaire qui a
la capacité de se lier aux ARN. Des anti-
corps spécifiques de cet antigéne sont
retrouvés dans certaines maladies auto-
immunes comme le lupus érythémateux
systémiquel, le syn-
drome de Gougerot-

(=») Voir la Synthese
de B. Terrier et

L. Mouthon, m/s

n° 1, janvier 2013,

Sjogren?, ou le lupus

néonatal [1] (=9).
page 65

! Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie
hétérogene, d’origine auto-immune, caractérisée par la pré-
sence d’auto-anticorps anti-nucléaires.

% Le syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS) est une pathologie
chronique auto-immune. Il se caractérise par un dysfonction-
nement et une destruction des glandes exocrines, associés a un
infiltrat lymphocytaire et a une hyperréactivité immunologique.
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Cependant, jusqu'a récemment, aucun
role pathogene de Ro60 n’était connu.
Uimplication des acides nucléiques dans
le développement des maladies auto-
immunes a connu un regain d’intérét
ces dernieres années avec I'identifica-
tion de nouvelles formes d’auto-immu-
nité monogéniques secondaires a des
anomalies du métabolisme des acides
nucléiques cytoplasmiques ou les récep-
teurs de I'immunité innée tels les RLR
(rig-like receptors) qui détectent spéci-
fiqguement I’ARN viral par exemple. Dans
un article récent publié dans Science, les
auteurs ont identifié des rétroéléments

endogénes dont la reconnaissance par
les récepteurs de I"immunité innée est
prévenue par leur ligison a la protéine
Ro60 réduisant ainsi "expression des
génes pro-inflammatoires [2].

Métabolisme des acides nucléiques
intracellulaires et auto-immunité :
I’enseignement des interféronopathies
Les interféronopathies représentent un
champ nouveau de maladies liées a une
réponse immunitaire innée inappropriée
impliquant des détecteurs (senseurs)
des acides nucléiques cytoplasmiques et
aboutissant a une production excessive
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