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NOUVELLE

ARHGEF18, un facteur
d’échange nucléotidique
mécano-sensible contrélant
les jonctions serrées

de I’endothélium vasculaire
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> La mécano-transduction des cellules
de I'endothélium vasculaire désigne le
processus physiologique par lequel ces
cellules transforment un stimulus méca-
nique lié au flux sanguin en un signal
intracellulaire de nature biochimique.
Dans les vaisseaux sanguins, les cellules
endothéliales sont en effet constam-
ment soumises a des forces mécaniques
produites par I’écoulement du sang,
appelées contraintes de cisaillement.
La réponse adaptative de ces cellules
aux contraintes de cisaillement contri-
bue & I’homéostasie vasculaire [1].
Une réponse défectueuse contribue en
revanche a I'apparition de maladies
vasculaires comme "hypertension arté-
rielle, ’athérosclérose, ou I’anévrisme
artériel intracrdnien [2, 3].

Les protéines et complexes moléculaires
mécano-sensibles présents a la surface
des cellules endothéliales jouent un role
essentiel dans ce processus de transduc-
tion, participant ainsi a I'alignement des
cellules dans le sens du flux, a la produc-
tion de monoxyde d’azote, a la libération
de chimiokines, et a la réorganisation des
jonctions intercellulaires [3]. La réorga-
nisation du cytosquelette d’actine impli-
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quant les petites protéines G de la famille
Rho [4] est un phénoméne clé dans cette
réponse. Le flux sanguin induit le recru-
tement des protéines Rho a la mem-
brane plasmique et leur activation par
les facteurs d’échange nucléotidique des
protéines Rho (Rho guanine nucleotide
exchange factors, RhoGEF), favorisant
leur transition d’un état inactif lié au GDP
(guanosine diphosphate) a un état actif
lié au GTP (guanosine triphosphate) [5].
Alors que les protéines Rho sont ubi-
quitaires, I"expression des RhoGEF peut
différer entre les organes ou les tissus,
et leur activation peut dépendre d’un
stimulus ou d’une temporalité spéci-
fique [6], ce qui leur permet de contrdler
finement les effets des protéines Rho sur
les fonctions cellulaires.

ARHGEF18, un facteur d’échange
nucléotidique mécano-sensible

Afin d’identifier les RhoGEF dont la syn-
these par les cellules endothéliales est
modulée par les contraintes de cisail-
lement, nous avons réalisé une analyse
comparative du transcriptome de ces cel-
lules aprés les avoir exposées a différents
degrés de contrainte : contrainte nulle
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(0 dyn/cm?), faible (3,6 dyn/cm?, condi-
tion pathologique), moyenne (16 dyn/
cm?, condition physiologique), ou forte
(36 dyn/cm?, condition pathologique).
Parmi les transcrits codants des RhoGEF,
celui codant la protéine ARHGEF18 (Rho/
Rac guanine nucleotide exchange factor
18) était présent en quantité inversement
corrélée au degré de la contrainte de
cisaillement appliquée, ce qu’une analyse
quantitative de ce transcrit par RT-qPCR
a confirmé [7]. Uexpression d’une Rho-
GEF n’étant pas nécessairement corrélée
a son degré d’activité [8], nous avons
évalué 'activité d’échange nucléoti-
dique de ARHGEF18 sur les protéines RhoA
et Racl sous ces différentes contraintes
de cisaillement. Nous avons ainsi mon-
tré que cette activité était restreinte a
RhoA, et qu’elle était particulierement
forte lorsque les cellules étaient exposées
a des contraintes physiologiques, alors
qu’elle diminuait pour les contraintes
pathologiques [7].

ARHGEF18 interagit avec les protéines
des jonctions intercellulaires serrées

ARHGEF18 est impliquée dans la for-
mation des jonctions serrées entre les
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cellules épithéliales [9]. Nous avons
donc recherché une interaction entre
la protéine ARHGEF18 endogene et les
protéines des jonctions intercellulaires
de P’endothélium. In vitro, nous avons
montré, par co-immunoprécipitation,
I’interaction de ARHGEF18 avec deux
protéines des jonctions serrées, Z0-1
(zonula occludens-1) et la claudine 5,
mais pas avec la VE-cadhérine, princi-
pal composant des jonctions d’adhé-
rence dans les cellules endothéliales.
Par immunofluorescence, nous avons
également montré que ARHGEF18 est
colocalisée avec 20-1 [7].

ARHGEF18 contribue a I’adhérence et a
la migration des cellules endothéliales
in vitro

Pour évaluer le réle de ARHGEFL8 dans
les processus cellulaires dépendant de
RhoA et de I'organisation du cytosque-
lette d’actine, nous avons « éteint »
I’expression de ARHGEF18 par une stra-
tégie ciblant ’ARN codant pour cette
protéine (en utilisant la technique des
petits ARN interférents ou celle des
petits ARN en épingle a cheveux). Des
mesures d’impédance en temps réel
ont montré que ARHGEF18 participe a
I’adhérence et a I’étalement des cellules
endothéliales sur une matrice extracel-
lulaire in vitro. Dans ce systéme expé-
rimental, 'effet délétere d’une perte de
ARHGEF18 implique une diminution des
points focaux d’adhérence au support.
Enfin, nous avons montré que la perte
de ARHGEF18 réduit la migration des
cellules endothéliales dans un test de
cicatrisation in vitro [7].

Lactivité d’échange nucléotidique

de ARHGEF18 est impliquée dans la
réponse des cellules endothéliales a
un flux physiologique

Nous avons ensuite cherché a savoir
dans quelle mesure ARHGEF18 contribue
a la réponse des cellules endothéliales
au flux sanguin. Nous avons montré que
la déplétion de ARHGEF18 conduit @ un
défaut d’élongation et d’alignement de
ces cellules dans le sens du flux liqui-
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dien in vitro, ainsi qu'a une réduction
de la quantité de Z0-1 aux jonctions
serrées et de I'actine corticale. A cette
déstabilisation des jonctions serrées et
de I’actine corticale était associée I'ap-
parition de bréches entre les cellules.
Sachant que la mobilité cellulaire parti-
cipe a I'intégrité de la barriére endothé-
liale [10] et que les cellules endothé-
liales rendues déficientes en ARHGEF18
sont moins mobiles que les cellules
témoins dans le test de cicatrisation,
nous avons également testé la mobilité
des cellules privées de ARHGEF18 en
présence des contraintes de cisaille-
ment. Nous avons alors constaté, par
microscopie en temps réel, que ces cel-
lules se déplagaient moins vite et moins
collectivement que les cellules témoins,
ce qui provoquait des tensions intercel-
lulaires conduisant a la rupture de la
barriere endothéliale. étonnamment, cet
effet sur la barriere endothéliale n’a pas
été constaté en condition « statique »,
c’est-a-dire en I’absence de flux [7].

L'étape suivante était de détermi-
ner si I'activité d’échange nucléoti-
dique (activité GEF) de ARHGEF18 est
nécessaire a la réponse des cellules
endothéliales aux contraintes de cisail-
lement. €n utilisant un mutant de
ARHGEF18 dépourvu d’activité GEF, nous
avons montré que cette perte d’activité
empéche I'interaction de ARHGEF18 avec
RhoA dans les cellules endothéliales,
et qu’elle suffit a provoquer un défaut
d’alignement de ces cellules en réponse
au flux ainsi qu’un défaut de la locali-
sation de Z0-1 aux jonctions intercellu-
laires. De plus, I'extinction de I"expres-
sion de ARHGEF18 ou I’expression de son
mutant dépourvu d’activité GEF conduit
a une perte de la phosphorylation de
la protéine p38, qui intervient dans des
voies de signalisation impliquées dans
la mécano-sensibilité et le remode-
lage du cytosquelette d’actine [11].
Uactivité de ARHGEF18 dans ces cellules
semble relayée par p38, puisque I'inhi-
bition pharmacologique de cette pro-
téine reproduit les effets de la perte de
ARHGEF18 : défaut d’alignement des cel-

lules, délocalisation de Z0-1, et désor-
ganisation des adhérences focales [7].

Pour étre active, ARHGEF18 doit étre
phosphorylée sur le résidu tyrosine 606
de son domaine d’homologie Dbl (DH, ou
domaine RhoGEF) qui induit le déplace-
ment du GDP [9]. Dans les cellules endo-
théliales soumises a des contraintes de
cisaillement physiologiques, nous avons
montré Iimplication de la protéine YES,
une kinase de la famille Src, dans ce
processus d’activation : son inhibition
pharmacologique ou son extinction par
la technique d’interférence ARN entraine
une diminution de la phosphorylation de
ARHGEF18 sur le résidu tyrosine 606 [7].

ARHGEF18 intervient dans
I’angiogenése et le contrdle de la
barriere endothéliale chez la souris
Nous avons produit des souris dépour-
vues de ARHGEF18 spécifiquement dans
les cellules endothéliales. Chez ces
souris, six jours aprés la naissance, le
réseau vasculaire de la rétine présen-
tait une expansion radiale et une den-
sité vasculaire réduites. La localisation
de Z0-1 aux jonctions intercellulaires
de I’endothélium était perturbée dans
les artéres de la rétine ainsi que dans
I’aorte, ou les cellules endothéliales
apparaissaient également moins bien
orientées dans le sens du flux sanguin.
Dans la rétine et le cerveau, nous avons
constaté, par immunofluorescence, une
extravasion d’érythrocytes traduisant
une perméabilité accrue de I'endothé-
lium. Cette perméabilité anormale ne
concernait pas tout I"organisme puisque
le poumon et le foie, par exemple, en
étaient préservés. En revanche, les
arteres rénales et mésentériques étaient
affectées elles aussi. Ces constats per-
mettent de conclure a I'implication de
ARHGEF18 dans I’angiogenése physiolo-
gique et le contrdle de la barriére endo-
théliale au cours du développement [7].

Perspectives

€n résumé, ARHGEF18 est un RhoGEF
mécano-sensible des cellules endothé-
liales, dont I’activation est dépendante
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Figure 1. Réle de ARHGEF18 dans le contréle des jonctions serrées de I’endothélium. A18 : ARHGEF18 ; CLDS : claudine 5 ; Z01 : zonula occludens 1.

du flux sanguin auquel elles sont sou-
mises. ARHGEFL8 participe a la réponse
de ces cellules au flux sanguin en favo-
risant la stabilité des jonctions inter-
cellulaires serrées, I’alignement des
cellules endothéliales dans le sens du
flux, et la formation du réseau corti-
cal d’actine (Figure I). Uactivation de
ARHGEF18 nécessite sa phosphorylation
par la kinase YES, et ses effets cellu-
laires impliquent la voie de signalisation
de p38. Enfin, nous avons montré que
ARHGEF18 participe au renforcement de
la barriere endothéliale in vivo chez la
souris. |l conviendra de s’intéresser au
role de ARHGEF18 dans des contextes
pathologiques tels que I’athérosclé-
rose ou I’anévrisme intracrdnien, situa-
tions dans lesquelles une perméabilité
endothéliale accrue favorise le recru-
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