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Résumé

L’athérosclérose est un désordre de la paroi vasculaire, caractérisée par une migration
et une prolifération incontrélée des cellules du muscle lisse vasculaire (CMLV). Dans le cadre
de cette pathologie, celles-ci passent d’un phénotype normal « contractile » a un phénotype
dérégulé appelé « synthétique ». Cette maladie peut entrainer des complications graves et les

thérapies actuelles peuvent toujours étre améliorées.

Au cours de cette étude, nous allons examiner le role des facteurs d’ADP-ribosylation
(ARF) dans la migration et la régulation phénotypique des cellules du muscle lisse vasculaire.
Les ARFs sont des interrupteurs moléculaires qui sont impliqués dans de nombreux processus
biologiques comme le remodelage de lipides membranaires et le controle du trafic vésiculaire.
De plus en plus de rdles leur ont été conférées, donc nous émettons I’hypotheése que ces

protéines contrdlent la migration et le phénotype des CMLV.

En premier lieu, nous avons étudié¢ le role d’ARF6 dans la migration des CMLV
stimulée par 1’Angiotensine II. Cette derni¢re est une hormone hypertensive qui a aussi des
effets mitotiques sur le muscle lisse. ARF6 est activée par ’Ang II a travers la voie béta-
arrestine, et ces deux protéines controlent la migration stimulée par le récepteur de I’Ang Il en

controlant I’internalisation de ce récepteur.

En second lieu, nous avons étudi¢ le role des ARFs dans la régulation phénotypique
des CMLV. Nous avons observé que I’inhibition d’ARF1 réduit I’expression des marqueurs
contractiles SM22a et aSMA a travers la voie Akt. ARF1 régule cette voie de signalisation en

contrdlant I’assemblage de complexes d’adhésion focaux.

En somme, nous avons démontré I'importance des ARFs dans la biologie des CMLV.
L’¢lucidation du mécanisme de I’endocytose du récepteur AT1 contrdlant la migration, ainsi
que la régulation du phénotype vasculaire par ARF1 sont des contributions originales qui

permettront a 1’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Mots-clés : Muscle lisse vasculaire, ARF6, ARF1, Athérosclérose, Angiotensine I1, Béta-
arrestine, Clathrine, ERK, Akt



Abstract

Atherosclerosis is a disorder of the vascular wall, characterized by an uncontrolled
migration and proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMC). In this disease, these
cells switch from a normal « contractile » to deregulated « synthetic » phénotype. This disease

can cause grave complications and the current available therapies can still be improved.

In these studies, we are going to examine the role of ADP ribosylation factors (ARF) in
migration and phenotypic regulation of vascular smooth muscle cells. ARFs are molecular
switches which are implicated in many biological processes such as membrane lipid
remodeling and vesicular trafic control. More and more roles have been found for these, and

we emit the hypothesis that ARFs are implicated in VSMC migration and proliferation.

First, we have studied the role of ARF6 in VSMC migration stimulated by Angiotensin
II. The latter is a hypertensive hormone which also has mitotic effects on smooth muscle.
ARFG6 is activated by Ang II through the beta-arrestin pathway, and these two proteins control

Ang Il-stimulated cell migration by coordinating the internalisation of the Ang II receptor.

Secondly, we have studied the role of ARFs in VSMC phenotypic regulation. We
observed that ARF1 inhibition reduces the expression of smooth muscle markers SM22a et
aSMA through the Akt pathway. ARF1 regulates this signaling pathway by controlling focal

adhesion complex assembly.

In sum, we demonstrated the importance of ARFs in VSMC biology. The elucidations
of the mechanism of AT1 endocytosis controlling cell migration, and also of the role of ARF1
in phenotypical regulation, are both original contributions which would assist in the

elaboration of new therapeutic strategies.

Keywords : Vascular smooth muscle, ARF6, ARF1, Atherosclerosis, Angiotensin II, Beta-
arrestin, Clathrin, ERK, Akt
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Chapitre I : Introduction

1.1 Les maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires sont des pathologies qui impliquent les vaisseaux
sanguins. Parmi celles-ci, deux d'entre-elles sont extrémement prévalentes dans notre société
aujourd'hui, soit Il'hypertension artérielle et I'athérosclérose. Un individu souffre
d'hypertension artérielle lorsque sa pression sanguine systolique est supérieure a 140 mmHg.
Au Canada, 19% des adultes se retrouvent dans cette situation, tandis qu'un autre 20% sont en
condition de pré-hypertension artérielle, avec une pression sanguine se situant entre 120 et 140
mmHg (1). L hypertension est un premier facteur de risque pour 1’athérosclérose, qui est une
pathologie dans laquelle il y a formation d’une plaque athéromateuse a I’intérieur d’un
vaisseau sanguin réduisant ainsi le diametre de sa lumiere. Un autre facteur de risque lié¢ a
cette maladie est un haut taux de cholestérol sanguin, qui est estimé a étre présent chez 40%
des Canadiens (2). Ces deux pathologies affectent non seulement la qualité de vie d’un grand
nombre de patients, mais elles sont aussi précurseurs de complications comme la défaillance
cardiaque, l'infarctus du myocarde ou l'accident vasculaire cérébral (AVC). Ces dernicres ont
un coflit tres élevé en vies humaines (la cause de 30% des déces au Canada) tout en étant la
principale cause des hospitalisations au pays, soit 17% de toutes les hospitalisations (3).
Compte tenu du vieillissement de la population, et du fait que l'incidence des maladies
cardiovasculaires augmente avec I'age (4), ces pathologies représentent un véritable probléme

de société qui devient de plus en plus important.

I.1.1 L’hypertension artérielle

L'hypertension peut étre primaire ou secondaire. La primaire, qui consiste en environ
90% des cas diagnostiqués, n'est pas reliée a une cause spécifique, mais elle associée plutdt a
plusieurs facteurs de risque comme l'obésité, le tabagisme, I'dge ou la génétique (5). D'autre
part, I'hypertension secondaire est causée par une pathologie sous-jacente comme le syndrome
de Cushing, un désordre endocrinien (6). La pression artérielle est la somme de deux facteurs:
le débit cardiaque ainsi que la résistance périphérique (7). Un déréglement causant une

augmentation d'une ou des deux composantes sera donc associ¢ avec une hausse de pression



sanguine. Le débit cardiaque dépend du débit systolique, c'est a dire la quantité de sang éjectée
par le cceur en une contraction, ainsi que de la fréquence cardiaque, qui est la quantité de
battements effectuée par le cceur selon une unité de temps, habituellement mesurée en
battements par minute. La résistance périphérique va varier selon I'état contractile des
vaisseaux sanguins. Celle-ci peut d'abord étre altérée par le systéme nerveux autonome, soit
par une augmentation de l'activité du systéme nerveux sympathique qui se manifeste par une
stimulation adrénergique, ou une altération de la fonction du baroréflexe. Le tonus vasculaire
est aussi modulé par lI'endothélium, possédant la capacité de sécréter le monoxyde d'azote
(NO), causant la relaxation du muscle lisse vasculaire (8). Contrairement au NO,
I'Angiotensine II (Ang II) va stimuler la contraction du muscle lisse vasculaire (9). A cause de
I’ensemble de ses effets sur le muscle lisse, nous allons étudier ce peptide hypertenseur. En
somme, des anomalies au niveau de ces systémes sont diagnostiquées chez les personnes
souffrant d'hypertension artérielle.

L’hypertension est un désordre qui doit €tre controlé puisque cette maladie entraine des
complications comme 1’athérosclérose. En effet, il a été observé dans des études cliniques,
contrdlant statistiquement pour de multiples facteurs comme la cigarette, que le 20% des
patients hypertendus ayant une pression diastolique plus ¢levée sont significativement plus a
risque de développer l'athérosclérose (10). Il a de méme été démontré qu’une hypertension
induite dans un mode¢le de lapin hyperlipidémique augmente le degré d’athérosclérose chez
I’animal (11). Ainsi, plusieurs études établissent un lien direct entre 1’hypertension et

athérosclérose.

1.1.2 L’athérosclérose

En ce qui concerne I'athérosclérose, 1’hypertension qui a ét¢ mentionnée ci-haut n’est
pas 'unique facteur de risque. Plusieurs autres facteurs comme ’age, I’obésité, la cigarette, le
diabete et le cholestérol sanguin seraient aussi impliqués (12). Il a été proposé que
'accumulation de ce dernier soit la source de la pathologie. Suite a 1’accumulation de
particules de Lipoprotéines a faible densité (LDL, communément appelé mauvais cholestérol)
au niveau de l'endothélium, ces derni¢res se font oxyder apres interaction avec les especes
réactives de l'oxygene (ROS) relachées par les cellules du muscle lisse vasculaire (CMLV).

Ces lipides oxydés causeraient une réaction inflammatoire, favorisant le recrutement des



macrophages. Ceux-ci absorbent le LDL oxydé¢ par phagocytose, mais aprés accumulation de
ce lipide, ceux-ci ne peuvent le métaboliser et deviennent des cellules spumeuses qui finissent
par mourir par nécrose, contribuant encore plus a l'inflammation. Les CMLV migrent vers la
lumiére de l'artére et s'infiltrent entre I'intima, la tunique interne d'un vaisseau sanguin, et la
plaque lipidique. Leur prolifération est augmentée et ils sécrétent du collagene, cela
augmentant et stabilisant I'épaisseur de I'athérome (13). Cette séquence d’événements
décrivant la progression de 1’athérosclérose est généralement acceptée, toutefois certains
groupes contestent I’hypothese que le cholestérol est le point de départ de la maladie (14,15).
Ceci est donc une source de débats au sujet de la détermination de la meilleure cible
thérapeutique de cette pathologie. Enfin, I’é¢tude en profondeur des mécanismes moléculaires
derriere 1’athérosclérose reste importante, car méme si la progression de celle-ci est
asymptomatique lorsqu’elle n’est pas bien traitée, elle peut tout de méme précéder a des

mauvais résultats cliniques comme un infarctus du myocarde ou un ACV (16).

S‘K cellules du muscle lisse @] macrophage @ cellule spumeuse

Figure 1. Plaque athéromateuse

L’accumulation de LDL et de stress oxydatif cause une réaction inflammatoire. Les macrophages
armivent sur le site de I’'inflammation et phagocytent les particules de LDL et qui se transforment en
cellules spumeuses. Cela est suivi par une migration et une prolifération incontrlée des cellules du
muscle lisse vasculaire. Enfin, la plaque athéromateuse réduit le diamétre du vaisseau sanguin.

1.1.2.1 Médicaments contre I’athérosclérose

Pour le traitement de 1'athérosclérose, la stratégie thérapeutique consiste habituellement

a diminuer la quantit¢é LDL dans le sang. Les inhibiteurs de HMG-CoA réductase, aussi



appelés statines, est la classe de médicament la plus populaire dans un usage contre
I’hypercholestérolémie. Ceux-ci inhibent la synthése de cholestérol par le foie, tout en
augmentant ’expression des Récepteurs du LDL (LDLR) servant a capter le LDL présent dans
le sang afin de l'excréter avec les sels biliaires. D'autres traitements existent, habituellement
utilisés en conjonction avec les statines. L'Ezetimibe, par exemple, empéche l'absorption
intestinale du cholestérol. Il y a aussi les Fibrates, des agonistes du récepteur activé par les
proliférateurs de peroxysomes de type alpha (PPARa), qui régulent I'expression de plusieurs
genes favorisant le métabolisme des lipides dans le foie (17). Les statines sont réputées pour
étre efficace; de nombreuses études cliniques ont démontré que la Rosuvastatine est capable
de promouvoir la régression de 1'athérosclérose dans les arteres coronaires (18). Néanmoins,
cette classe de médicaments peut causer un effet secondaire trés important qui est la
rhabdomyolose, soit la destruction du muscle squelettique (19). Par exemple, la Cerivastatine,
une statine commercialisée par Bayer, aurait causé la mort de 52 patients par rhabdomyolose
ce qui aurait forcé le retrait de cette molécule du marché (20). Ainsi, I’industrie
pharmaceutique est toujours a la recherche de la nouvelle classe de médicaments qui pourrait
supplanter les statines. Prenons le cas des inhibiteurs de la Proprotéine convertase
subtilisine/kexine de type 9 (PCSK9), classe de traitements contre I’athérosclérose qui font
tranquillement leur entrée sur le marché. La cible de ces molécules est la PCSK9, dont
I’activité clive le LDLR. L’objectif est donc de diminuer cette activité peptidase afin
d’augmenter le taux de LDLR a la surface des cellules du foie (21). Toutefois, ces inhibiteurs
ne sont présentement disponibles que sous forme d’anticorps monoclonaux, ils ont alors un
colit tres €levé (22). En somme, les faiblesses des thérapies actuelles montrent qu’il y aurait
place a amélioration des traitements médicamenteux de l'athérosclérose, et cette amélioration
pourrait possiblement se faire a travers 'utilisation d’une stratégie différente que celle de
cibler le cholestérol sanguin. En fait, il a été suggéré que les effets bénéfiques des statines sont
pléiotropiques donc pas juste dépendants de leur action anti-lipidique (23). Effectivement,
celles-ci ont aussi des effets anti-inflammatoires (24) ou antioxydants (25,26). De ces
informations, on suggere qu’il existe des mécanismes paralleles a ’accumulation du
cholestérol sanguin dans le développement de I’athérosclérose. La recherche fondamentale sur

ces mécanismes nous permettra de trouver des meilleures cibles thérapeutiques.



I.1.2.2 Angioplastie

Lorsque I’athérosclérose progresse jusqu’a un point ou il y a occlusion ou sténose
(rétrécissement de la lumicre) artérielle causant une diminution significative du flux sanguin,
I’angioplastie peut étre utilisée pour élargir I’artére et rétablir un flux sanguin normal. Cette
technique consiste a insérer un ballon dégonflé monté sur un cathéter, dans D’artére a
I’emplacement de son rétrécissement. Le ballon est ensuite gonflé, afin de dilater et élargir
I’artére jusqu’a ce que la lumiere de celle-ci atteigne un diametre acceptable (27).
Quoiqu’efficace a court terme, cette technique endommage le vaisseau sanguin et provoque
chez lui une réponse réparatoire. Celle-ci est souvent incontrolée, ayant comme résultat une
prolifération excessive des cellules de la paroi vasculaire et une nouvelle réduction du
diametre de la lumiere du vaisseau sanguin (28). Pour contrer ce phénomene, appelé resténose,
I’angioplastie peut €tre accompagnée d’une endoprothese, dont le rdle est de maintenir 1’artére
bien ouverte (29). Toutefois, ’endoprothese peut étre inefficace parce qu’elle va stimuler une
réponse inflammatoire ainsi que 1’agrégation plaquettaire, ce qui va favoriser la resténose.
C’est pour cela que des nouvelles générations d’endoprothéses a ¢lution médicamenteuse
(EEM) furent crées, certaines pouvant libérer du Paclitaxel (Taxol), d’autres de la Rapamycine
(Sirolimus). Ces agents sont antiprolifératifs, ayant respectivement comme effets I’inhibition
de la division cellulaire et le ralentissement du cycle cellulaire. A nombreuses reprises, ces
EEM ont été démontrées comme étant supérieures aux endoprothéses normales dans des
¢tudes cliniques (30-32). Certains groupes suggerent aussi que les EEM relachant la
Rapamycine sont supérieures, parce qu’elles contrdlent positivement le phénotype des cellules
de la paroi vasculaire (33). Néanmoins, celles-ci sont extrémement colteuses, et I’efficacité
supplémentaire qu’elles procurent ne vaut pas nécessairement les colts supplémentaires
qu’elles engendrent (34,35). Il y donc ici place a amélioration des EEM, potentiellement en
développant des molécules relachées par ces prothéses qui seraient plus efficaces pour inhiber

la resténose.



1.2 Biologie du muscle lisse vasculaire

1.2.1 Phénotypes du muscle lisse vasculaire

Le vaisseau sanguin est composé de trois couches. D’abord il y a I’intima, composée
des cellules endothéliales, la media, composée des cellules du muscle lisse vasculaire, et
finalement la couche adventis, composée de tissu conjonctif. Une particularité que possédent
les CMLYV est la capacité de changer de phénotype (36,37). Le premier, dit « contractile » (ou
différenci€), est le phénotype que les cellules expriment dans leur état basal qui est caractérisé
par une forte expression de protéines contractiles, un faible rythme de prolifération cellulaire
et une absence de capacité¢ de migration cellulaire (38). Dans cet état, les CMLV jouent leur
role physiologique normal, c’est-a-dire le maintien du tonus vasculaire. Pour ce faire, elles
n’ont donc pas besoin de migrer ni proliférer étant donné qu’elles sont déja organisées en
rangées a l'intérieur de la couche media de la paroi vasculaire. De plus, I’expression de
protéines contractiles leur confére leur contractilité, permettant aux CMLV de se contracter en
réponse a une faible pression sanguine (39).

Le second phénotype, dit « synthétique » (ou dédifférenci¢), est le phénotype que les
CMLV expriment en réponse a un stress ou une blessure. Par exemple, les CMLV qui
proliférent en réponse a une angioplastie expriment ce phénotype. Celui-ci est caractérisé par
une faible expression de protéines contractiles, un rythme élevé de prolifération cellulaire ainsi
qu’une présence de capacité de migration cellulaire (38). Du point de vue fonctionnel, les
CMLYV synthétiques different des CMLV contractiles parce qu’elles servent a la réparation de
la paroi vasculaire suite a une blessure. Dans cette situation, les CMLV sont attirées vers la
lésion par des signaux inflammatoires et elles proliférent ensuite pour combler la région
affectée (40). On peut donc observer I’importance qu’occupe chaque phénotype pour
I’homéostasie vasculaire, méme si qu’une expression dérégulée du phénotype synthétique est a
I’origine de plusieurs pathologies. Dans la théorie, les CMLV passent d’un phénotype a
I’autre, mais la réalité est que ces cellules, phénotypiquement parlant, se situent a différents
points intermédiaires entre les deux extrémes, et qu’elles se modulent constamment vers le

type contractile ou synthétique en réponse aux stimuli qu’elles subissent (39). L’étude des



mécanismes de transition phénotypique chez les CMLV est ainsi importante parce que

I’expression dérégulée du phénotype synthétique est associée a I’athérosclérose et la resténose.

1.2.2.1 Régulation du phénotype des CMLV

Les CMLV changent de phénotype en réponse a de nombreux facteurs externes qui se
trouvent dans leur environnement. Ces derniers peuvent étre des hormones (ou facteurs de
croissance), des contacts avec d’autres cellules (d’autres CMLV ou des cellules endothéliales)
ou encore des contacts avec le milieu extracellulaire. De plus, le muscle lisse est sensible a de
multiples sources de stress qui vont généralement induire le phénotype synthétique comme le
stress oxydatif, I’inflammation ou encore une lésion (41). Ces sources de stress interagissent
généralement entre eux ou avec les autres facteurs de régulation. Par exemple, un stress causé
par un trauma physique peut déclencher la relache du Facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF) qui fait la promotion du phénotype synthétique (40). Ce méme facteur de
croissance est toutefois connu pour induire la production de ROS ce qui va aussi diminuer la
différenciation du muscle lisse. Ces nombreuses interactions expliquent pourquoi
I’athérosclérose est une pathologie dont on n’a pas encore totalement compris la source

exacte; la majorité des facteurs de risque peuvent s’induire entre eux.

1.2.2.2 Molécules stimulant le phénotype contractile

D’une part, de nombreuses molécules ont la capacité de promouvoir le phénotype
contractile des CMLV. L’une d’entre-elles est le Facteur de croissance transformant béta 1
(TGF-B1), une cytokine qui agit aussi sur la différenciation de plusieurs types cellulaires
comme les cellules endothéliales et les lymphocytes. Chez les CMLV, TGF-B1 a pour cible le
récepteur hétéro-dimérique composé du Récepteur du facteur de croissance béta de type I
(aussi appelé ALKS) ainsi que du récepteur de type II (TPRII). L’activation de ce récepteur
stimule ’expression de protéines contractiles (42). Connue principalement pour son rdle
métabolique, I’Insuline (43), ainsi que le Facteur de croissance apparenté a I’insuline (IGF-1)
(44), contribuent aussi au maintien du phénotype contractile des CMLV. Ces deux molécules
possédent des récepteurs apparentés, qui activent un effecteur commun, le Substrat du
récepteur de l’insuline (IRS-1) (45). L’activation de cette protéine adaptatrice induit le

phénotype contractile tout en inhibant le phénotype synthétique (44). D’ailleurs, il a été



observé que les personnes atteintes de diabéte, ou qui ont une déficience en IGF-1, ont une
plus grande probabilité d’avoir des problémes cardiovasculaires (46), ce qui suggere que les
CMLYV sont plus différenciées chez ces patients suivant 1’atténuation du signal IRS-1. En fin
de compte, plusieurs signaux chimiques contribuent au maintien du phénotype contractile, et
I’inhibition anormale de certains d’entre eux peuvent entrainer des complications au niveau

vasculaire.

1.2.2.3 Molécules stimulant le phénotype synthétique

D’autre part, certaines molécules peuvent activement dédifférencier les CMLV. Celle
dont I’effet est le plus important est le Facteur de croissance BB dérivé des plaquettes (PDGF-
BB). L’appellation « BB » provient du fait que le PDGF est un dimere composé soit de deux
molécules de type A (AA), deux molécules de type B (BB) ou une molécule de chaque type
(AB) (47). Quoique primordial pour le développement, le PDGF-BB est reconnu pour ses
effets mitotiques (48), chimiotactiques (49) et pro-inflammatoires (50) sur la paroi vasculaire.
En réponse a cet agoniste, le facteur de transcription Elk-1 va stimuler la prolifération
cellulaire au détriment des facteurs de transcription régulant I’expression de protéines
contractiles (51). D’autre part, deux autres facteurs de croissance, le Facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF) (52), et le Facteur de croissance épidermique (EGF) (53)
stimulent aussi la migration cellulaire. Hormis les facteurs de croissance, il y a d’autres
molécules pouvant induire un phénotype synthétique chez les CMLV, notamment
I’ Angiotensine II (Ang II) (54), un peptide hypertenseur. Malgré le fait qu’il peut directement
stimuler la contraction cellulaire, une stimulation chronique par cette agonistes entraine la
réduction de I’expression de protéines contractiles. En somme, les facteurs de croissance
PDGF-BB, EGF et VEGF contribuent a la réparation du vaisseau sanguin, tandis que I’Ang II
participe au maintien du tonus vasculaire; I’ensemble de ces molécules ont donc un role
biologique important. Cependant, une stimulation dérégulée par ces molécules causera une

dédifférenciation des CMLV.

1.2.2.4 Interactions cellules-cellules

En troisieme lieu, les CMLV peuvent réguler leur phénotype a I’aide de contacts

intercellulaires. Il existe quatre isoformes dans la famille de protéines Notch qui servent a la



communication entre cellules et celle qui est exprimée chez les CMLV est Notch3. Les
membres de cette famille sont des molécules d’adhésion qui se retrouvent a la surface des
cellules et qui ont comme ligands des molécules qui se retrouvent a la surface de cellules
adjointes. L’absence de Notch3 chez la souris cause un défaut de maturation des artéres, ainsi
qu’une dédifférenciation du muscle lisse qui ne forme plus de contacts cellules-cellules (55).
Les cellules endothéliales chez les souris déficientes en Notch3 expriment néanmoins un
phénotype normal. Les contacts cellulaires des CMLV avec celles-ci sont toutefois importants
parce que l’endothélium stimule la différenciation du muscle lisse en leur présentant la
molécule de surface Jaggedl, qui est un ligand des récepteurs Notch (56). Les cellules
endothéliales contribuent également a I’expression du phénotype contractile des CMLV en
sécrétant des vésicules contenant des micro-ARN (57), plus spécifiquement les molécules
miR-143 et 145. Ces dernicres vont pénétrer le muscle lisse afin de neutraliser ’ARN
messager codant des facteurs de transcription pro-synthétique, ce qui va réduire 1’expression
de ces derniers (58). La communication des CMLYV, soit par contacts directs, ou encore par
signaux transmis a travers des vésicules, est donc un moyen crucial de régulation

phénotypique.

1.2.2.5 Interactions avec la matrice extracellulaire

Mis a part les contacts intercellulaires, les contacts avec le milieu extracellulaire
peuvent aussi réguler le phénotype des CMLV. Au fil des années, il a été démontré que des
protéines composantes de la matrice extracellulaire comme le Collagéne IV et la Laminine
stimulent 1I’expression du phénotype contractile, tandis que les protéines matricielles comme la
Fibronectine et le Collagéne I vont pousser les cellules de muscle lisse vers le phénotype
synthétique (59-61). Une exposition des cellules au Collagéne I est le point de départ d’une
boucle de rétroaction positive car les CMLV, une fois rendues synthétiques, peuvent alors
sécréter encore plus de Collagéne dans le milieu extracellulaire ce qui va encore plus
contribuer a leur phénotype dédifférencié (62). Les récepteurs des protéines composantes de la
matrice extracellulaire sont les intégrines, molécules exprimées en surface des cellules qui ne
permettent non seulement I’ancrage de celles-ci a la matrice extracellulaire, mais qui
permettent aussi la transduction d’un signal vers l'intérieur de la cellule ce qui permet

effectivement aux cellules de réagir face a leur milieu. Les intégrines sont composées de deux



sous-familles : alpha contenant 18 membres et beta en contenant huit (63). Lorsqu’elles sont a
la membrane cytoplasmique, elles forment des hétéro-dimeres composés d’une sous-unité de
type a avec une sous-unité de type . Suite a leur ancrage a la matrice extracellulaire, les
intégrines recrutent, a travers leur domaine intracellulaire, plusieurs protéines pour former un
complexe d’adhésion focal localis¢ sous la membrane. Celui-ci est formé de protéines
adaptatrices comme la Taline et la Vinculine, qui font le lien entre les intégrines et le
cytosquelette (64). De par leur lien avec le cytosquelette d’actine, les intégrines peuvent donc
induire la différenciation a travers un signal mécanique, qui est causé€ par la tension dans le
vaisseau sanguin. Cette tension va contribuer a maintenir le muscle lisse sous sa forme
différenciée (65,66). Toutefois, le complexe d’adhésion focal contient aussi des kinases qui
vont induire une signalisation intracellulaire comme la kinase Src, la Kinase des adhésions
focales (FAK) ou encore la Kinase liée aux intégrines (ILK), cette derniére qui est recrutée au
complexe par une protéine adaptrice nommée Paxilline (67). Ces trois kinases peuvent
stimuler 1’activation des voies ERK et Akt, ce qui va affecter le phénotype de la cellule.
Effectivement, il a ¢été démontré que I’inhibition des kinases situées dans les points
d’adhésions focaux cause la dédifférenciation du muscle lisse. Par exemple, la surexpression
d’une protéine inhibitrice de FAK, la Non-kinase reli¢ée a FAK (FRNK), réduit I’expression du
phénotype contractile chez les CMLV en bloquant sa signalisation (68). De plus, il a été
observé que I’expression d’ILK est réduite dans le muscle lisse ayant subi une angioplastie
(69). Pour conclure, I’adhésion, le stress mécanique et les substrats composant la matrice
extracellulaire peuvent tous réguler le phénotype des CMLV. Les intégrines sont les acteurs
clés qui permettront aux cellules de réagir face a leur milieu en transmettant les signaux vers

P’intérieur de la cellule.
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Figure 2. Complexe d’adhésion focal

Lorsque les intégrines lient leurs récepteurs dans la matrice extracellulaire, cela caunse un changement
de conformation dans leur domaine intra-cellulaire ce qui permet le recrutement de protéines servant i
former un complexe d’adhésion focal. La taline et la vinculine permettent la liaison directe des
intéprines avec I'actine. La paxiline est une protéine adaptatrice permettant le recrutement de
protéines kinases, comme FAK, Src et ILK.

1.2.3 Protéines caractérisant le phénotype contractile

Les CMLYV différenciées sont caractérisées par leur contractilité. Elle est possible en
partie par I’expression de plusieurs protéines qui sont impliquées dans le processus de la
contraction cellulaire. Celle-ci dépend, entre autres, de la formation de points d’association
entre les filaments de myosine et les filaments d’actine, et il existe en tout six isoformes de
cette derniere (70). Contrairement a la Béta-actine qui est exprimée de facon ubiquitaire,
I’Alpha-actine du muscle lisse (aSMA) est exprimée spécifiquement dans les cellules de
muscle lisse. D’un autre coté, la Myosine-11 (MYHI11) est I’isoforme qui compose la chaine
lourde de la Myosine chez celles-ci (71). Les CMLYV, sous leur forme contractile, présentent
une architecture du cytosquelette d’actine particuliére. Des protéines exprimées
spécifiquement dans le muscle lisse ont comme rdle d’organiser les filaments d’actine. L’une
d’entre-elles, SM22a (aussi connue sous le nom de Transgéline), lie I’actine sous sa forme

filamenteuse et controle son empaquetage (72). Il a été observé dans des CMLV que
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I’inhibition de I’expression de la SM220 a 1’aide d’ARN interférents réduit la proportion
d’actine filamenteuse (F-Actine) tout en augmentant la quantité d’actine glomérulaire (G-
Actine) (73). L’expression de SM22¢ stabilise donc la F-Actine et permet au muscle lisse de
maintenir sa contractilité. Donc, la spécificité de 1’expression de ces protéines, ainsi que leur
fonction, font d’elles des marqueurs leur permettant d’identifier et de caractériser les CMLV

ainsi que leur degré de différenciation.

1.3 Les récepteurs membranaires

Comme il a ét¢ mentionné dans la section précédente, les CMLV changent de
phénotype en réponse a des signaux qu’elles recoivent de leur milieu. Ces signaux régulent les
CMLYV a travers leurs récepteurs membranaires, qui servent d’intermédiaires entre des stimuli
extracellulaires et la signalisation intracellulaire. En général, ces protéines possedent d’abord
une région extracellulaire leur permettant de lier leur ligand. Ensuite, elles ont un ou plusieurs
domaines transmembranaires qui ancre le récepteur dans la membrane plasmique et enfin elles
contiennent un domaine intracellulaire pour transmettre le signal a I’intérieur de la cellule. Par
ailleurs, il existe quatre différentes classes de récepteurs : les récepteurs-canaux, les récepteurs
a activité catalytique, les récepteurs a activité non-catalytique et les récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG) (74). En premier, les récepteurs canaux comportent plusieurs domaines
transmembranaires et sont en fait des pores qui s’ouvrent ou se ferment en réponse a leur
ligand, contrélant ainsi I’entrée d’ions dans la cellule. Les récepteurs a activité catalytique, en
second, possédent un domaine intracellulaire qui a la capacité d’effectuer une activité
enzymatique lorsqu’ils sont activés. Cette classe de récepteurs comporte par exemple les
récepteurs a activité Tyrosine kinase (RTK) et les récepteurs a activit¢ Guanylate cyclase.
Ensuite, il y a les récepteurs sans activité catalytique qui ont des domaines intracellulaires ne
possédant pas d’activité enzymatique. Toutefois, ceux-ci transmettent le signal en recrutant
des protéines adaptrices qui permettent la formation de complexes signalétiques. La famille
des récepteurs de type Toll (TLR), impliqués dans la réponse immunitaire, en sont un bon
exemple. Enfin, les RCPG sont les récepteurs qui nous intéressent dans notres études, puisque
le récepteur de I’Ang II fait partie de cette catégorie. Ainsi, nous allons les décrire plus en

détail.
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1.3.1 Les récepteurs couplés aux protéines G

Les RCPG, aussi appelés récepteurs a sept-passages transmembranaires (7TM), ont
une taille qui peut varier de 40 a 200 kDa, cependant leur structure de base reste toujours la
méme : une extrémité N-terminale extracellulaire, poursuivie de sept-hélices alpha qui sont
transmembranaires, tous agencés en cylindre, pour finir avec I’extrémité C-terminale
intracellulaire. Ce sont les extrémités qui varient le plus en termes de taille et fonction, dans
certains cas pouvant réguler I’activité du récepteur, dans d’autres formants des gigantesques
poches, offrant un site de liaison aux ligands. Ceux-ci sont justement extrémement vari€¢s chez
les RCPGs, pouvant étre des molécules odorantes, des hormones ou encore des molécules
sensibles a la lumiere. Les 800 geénes différents qui codent potentiellement ces récepteurs
démontrent leur importance et la variété des roles que ceux-ci peuvent jouer dans 1’organisme

(75).

1.3.2 Mécanisme d’action des RCPGs

Les RCPGs sont nommés ainsi parce qu’ils peuvent activer les protéines G
hétérotrimériques, celles-ci possédant des sous-unités alpha, béta et gamma. La sous-unité
alpha des protéines G est une GTPase, signifiant qu’elle lie un nucléotide GDP sous sa forme
inactive et une molécule de GTP sous sa forme active. Lorsquun RCPG lie son agoniste,
celui-ci change sa conformation et acquiert une affinité accrue pour les protéines G. Sous sa
forme active, le RCPG agit en tant que GEF, menant a I’activation de la protéine G. La sous-
unité¢ Ga, liée au GTP, réorganise son complexe formé avec les deux autres sous-unités béra et
gamma, lui permettant de lier ses effecteurs, qui varient selon le type de protéine G (76). Cela
mene habituellement a la production de seconds messagers qui vont moduler les processus
cellulaires, amplifiant la transmission du signal.

Cependant, ce signal est régulé par des processus bien définis. D’abord, il existe des
GAPs pour les protéines G, appelées Regulator of G-protein signaling (RGS) (77). Celles-ci
vont catalyser I’hydrolyse du GTP li¢ a la protéine Ga en GDP, causant le retour de cette sous-
unité en sa forme initiale avec les sous-unités Béta et Gamma. Le RCPG activé, de son coté,
est désensibilisé par les kinases couplées aux protéines G (GRKs), qui vont le phosphoryler

sur les résidus Sérine (Ser) et Thréonine (Thr) dans sa queue intracellulaire (78,79). En
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particulier, le récepteur de 1’Angiotensine II (AT;R), suite a son activation, est phosphorylé
sur une région comportant ses 34 derniers acides aminés (80). Le récepteur phosphorylé
acquiert ainsi de 1’affinité pour les Arrestines, des adaptateurs moléculaires qui vont entrer en
compétition avec les protéines G pour 'interaction avec le récepteur (81). Pour I’AT|R, les
résidus qui controlent I’interaction du GPCR avec I’Arrestine sont la Thr332, la Ser335, la
Thr336 et la Ser338 (82). Enfin, les Arrestines sont aussi responsables d’orchestrer
I’internalisation du récepteur, un processus qui sera expliqué plus en détail. Les récepteurs
internalisés seront dégradés, ou encore recyclés vers la membrane pour étre préts a étre

stimulés de nouveau.

1.3.3 Les protéines G et leurs effecteurs

Les différents RCPGs ont des affinités distinctes pour différents types de protéines G.
Il existe 4 différentes classes de sous-unités Ga, chacun ayant des roles différents. La premicre
qui fut découverte est la Gas (83), qui lie I’adénylate cyclase, une enzyme qui est capable de
générer de I’adenosine monophosphate cyclique (AMPc), qui va agir en tant que second
messager (84). L’¢lévation des niveaux d’AMPc intracellulaires a pour conséquence d’activer
une seconde vague d’effecteurs comme la protéine kinase A (PKA) ainsi que des canaux
ioniques. La sous-unité Gai, peut aussi lier I’adénylate cyclase (85,86), cependant celle-ci
inhibe son activité, ayant comme conséquence la diminution des niveaux d’AMPc. Donc, les
RCPGs couplant les protéines Gag et les RCPGs couplant les protéines Gai/, ont des effets qui
s’opposent entre eux.

Un troisieme type de protéine G, la sous-unité Gogi, lie comme effecteur la
phospholipase C (PLC), qui a comme effet de transformer le phospholipide membranaire
PtdIns(4,5)P2 en des seconds messagers Inositol (1,4,5)-triphosphate (Ins(1,4,5)P3) et
diacylglycérol (DAG) (87). D’une part, 1’Ins(1,4,5)P3 a comme effet de stimuler le relache
d’ions Cay; emmagasinés dans le réticulum endoplasmique, qui vont ensuite former des
complexes avec la Calmoduline ayant la capacité d’activer les Kinases dépendantes de la
Calmoduline (CaMK) . De son coté, le DAG va activer la protéine kinase C (PKC), cette
derniére pouvant contrdler des processus cellulaires en phosphorylant d’autres protéines (87).

La derniére classe de sous-unité alpha est représentée par les Goyoz (88) qui lient

comme effecteurs un sous-ensemble de GEFs ciblant la petite GTPase Rho : LARG, pl15-
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RhoGEF, PDZ-RhoGEF et Lbc RhoGEF (89). La stimulation de RCPGs couplant Ga, /13 aura
donc comme effet d’activer cette sous-famille de petites GTPases. Enfin, le complexe des
sous-unités béta et gamma ont aussi des effecteurs, notamment GRK2, GRK3 (90), I’'isoforme

gamma de la PI3kinase (91) et plusieurs canaux ioniques (92,93).

Adénylate
cyclase /\
Pc Gi

¢

DAG
PLCB
> RhoGEF

Figure 3. Les protéines G et leurs effecteurs

Les protéines G, et G; activent et inhibent respectivement I’activité de 1’adénylate cyclase. Celle-ci
convertit ’ATP en AMPc qui est un second messager permettant I’activation de 1a PKA. La protéine
G, active la phospholipase C béta (PLCB), qui clive le PIP; en IP; et DAG. Ces seconds messagers
sont responsables de la reliche de calcium intracellulaire ainsi que de I’activation de la PKC. Enfin, la
protéine Gjoyy5 active des RhoGEFs, permettant I"activation de la petite GTPase Rho.

Rho-
GTP

Les protéines G possédent de nombreux inhibiteurs, qui sont utilisés comme outils
pour mieux définir les roles de la signalisation par ceux-ci. Les premiers qui furent découverts
sont d’origine naturelle, comme la toxine cholérique (CTX), qui est produite par la bactérie
vibrio cholerae, le pathogeéne responsable du Choléra. La CTX, lorsqu’activée par la GTPase
ARF6, ADP-ribosyle la sous-unité Gas, ’empéchant de lier le GTP (94). De son coté, la
Toxine Pertussique (PTX), produite par Bordotella pertussis, catalyse I’ADP-ribosylation des

sous-unités Gai, cela causant aussi I’inhibition de cette protéine G (95). Le peptide cyclique
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YM-254890, isol¢ d’une souche de la bactérie chromo bactérium sp., inhibe ’activation de
Gayg (96) tout comme I’inhibiteur chimique UBO-QIC (97). A ce jour, il n’y pas d’inhibiteurs
des sous-unités Ga,o/13 qui furent découverts ou développés. Enfin, ce genre d’inhibiteurs se
sont avérés pratique afin de mieux caractériser les voies de signalisation régulés par les
différents RCPG, dans certains cas, comme la PTX, ils ont contribué a la découverte de sa

protéine G ciblée (85).

1.4 L’ Angiotensine II et son récepteur AT,

L'Angiotensine II (Ang II) est une hormone clé faisant partie du systeme rénine-
angiotensine-aldostérone (SRAA), un systeme servant a augmenter la pression sanguine
(98,99). Cette cascade commence d'abord au niveau du rein, ou une baisse de pression
sanguine sera détectée et la rénine sera secrétée en réponse par les cellules juxta-glomérulaires
dans les artérioles efférentes (100). Le role de celle-ci lorsque relachée dans la circulation
sanguine sera de convertir I'Angiotensinogeéne, une protéine de 453 acides aminés sécrétée par
le foie, en angiotensine I, un peptide ne faisant que 10 acides aminés de long. L'angiotensine I
est ensuite clivée a nouveau par I'enzyme de conversion de I'angiotensine (I'ECA) en sa forme
active, 1'Ang II (101). Cette derniére aura plusieurs effets sur l'organisme, en liant ses
récepteurs couplés aux protéines G (100). Il y a quatre récepteurs pour les produits de
I’angiotensine au total, donc les deux premiers types sont activés par I’Ang II. Le récepteur de
type 1 (AT;R) contrdle I’ensemble des effets hypertenseurs de 1’hormone, tandis que le
récepteur de type 2 (AT,R) est réputé pour avoir des effets antihypertenseurs (102). A travers
son action sur I’ATR, I'Ang II agit d'abord sur les glandes surrénales, stimulant la production
d'aldostérone par celles-ci. L'aldostérone a la capacité de favoriser la réabsorption tubulaire du
Na" dans le but d'augmenter la rétention d'eau, ce qui devrait aussi augmenter le volume
sanguin, et finalement, la pression artérielle. L'Ang II peut aussi stimuler la relache de
vasopressine (ou hormone antidiurétique) par I'hypophyse postérieure. Cette hormone va
augmenter la perméabilité du tubule distal a l'eau favorisant la réabsorption de celle-ci pour
encore augmenter le volume sanguin (100). Enfin, I’Ang II peut stimuler directement la
contraction du muscle lisse vasculaire a travers une augmentation du niveau de calcium

intracellulaire (103).
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Outre ses effets sur la pression sanguine, il a aussi été établi que I’Ang II contribue a

I’athérosclérose, augmentant le nombre de 1ésions dans les artéres de souris déficientes an

Apolipoprotéine E (104). Cette hormone peut effectivement contribuer a la pathologie en

stimulant directement la migration et la prolifération des CMLV (105,106). De surcroft, il a

été démontré que 1’Ang II est un agent pro-inflammatoire chez celles-ci (107), qui stimule en

plus la production de ROS (108). Par conséquent, 1’étude des effets de cette hormone reste

intéressante dans les processus d’élucidation des mécanismes de I’athérosclérose.

1.4.1 Inhibiteurs du SRAA

Dans I’ensemble des molécules anti-hypertensives, plusieurs d’entre-elles ciblent le

SRAA a tous ses différents niveaux (109) : 1'Aliskiréne est un inhibiteur spécifique de la

rénine empéchant celui-ci de cliver 'Angiotensinogéne en angiotensine 1. Les Inhibiteurs de

l'enzyme de conversion de l'angiotensine (IECA), comme le Captopril, empéchent la

conversion de l'angiotensine I en Ang II. Les Antagonistes du récepteur de I'Ang II (ARA),

commercialement appelés sartans, sont des antagonistes compétitifs qui lient le récepteur AT,
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et empéchent ainsi I'Ang II de s'y lier. Il existe enfin des antagonistes du récepteur de
l'aldostérone, comme le Spironolactone, qui diminue la rétention de sodium et d’eau,
contribuant a la réduction du volume sanguin et de la pression sanguine. D’ailleurs, il a été
observé que les inhibiteurs du SRAA, comme certaines autres molécules antihypertensives,

inhibent I’athérosclérose dans des modéles d’animaux hypercholestérolémiques (110).

1.4.2 Voies de signalisation liées au récepteur AT,

Lorsque celui-ci est activé, le récepteur AT, peut coupler deux types différents de
protéines G : les protéines Gg, ainsi que les Gia/3. Le recrutement de G4 au récepteur va
conduire a ’activation de PKC qui va activer les différentes MAPK comme ERK1/2, les JINK
et p38 a l'aide d’un mécanisme dépendant de la Ras GTPase (111). Ces MAPK activées se
déplacent vers le noyau pour ensuite stimuler la prolifération cellulaire (112). L’activation de
G4 est aussi en partie responsable des processus conduisant a la contraction cellulaire promue
par I’Ang II. Celle-ci cause une hausse de calcium intracellulaire conduisant a 1’activation de
la Kinase de la chaine légere de la Myosine (MLCK), une kinase dépendante des complexes
calctum/calmoduline. Lorsqu’elle est activée, elle va phosphoryler la chaine 1égére de la
myosine (MLC), ce qui va permettre son association avec l'actine (113). La contraction
musculaire est initiée lorsque la molécule de Myosine change de conformation tout en restant
liée au filament d’actine donc elle tire dessus. Lorsque cette contraction est commencée, celle-
ci ne peut étre arrétée que par la Phosphatase de la chaine légere de la Myosine (MLCP), qui
sert a déphosphoryler la MLC, ce qui va la placer dans une conformation n’ayant plus
d’affinité pour I’actine. Ainsi entre en jeu la protéine Gjy/3 qui, suite @ son recrutement,
permet ’activation de la petite GTPase RhoA (89). Sous sa forme active, la GTPase active son
effecteur, la Rho kinase (ROCK) (114), qui va ensuite phosphoryler la MLCP afin de
l'inactiver (115). ROCK possede aussi la capacité de phosphoryler directement la MLC pour
l'activer. En somme, I'Ang II promeut d'une part la phosphorylation de la MLC avec Gq a
travers la voie Ca®’/calmoduline/MLCK, et empéche d'autre part sa déphosphorylation avec
G232 travers la voie RhoA/ROCK. La combinaison des deux effets résulte en la contraction
cellulaire.

Le récepteur AT; peut aussi activer plusieurs voies de signalisation qui sont

indépendantes du recrutement de protéines G. Il y a d’abord la voie de signalisation
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JAK/STAT qui est activée suite a la stimulation du récepteur par I’Ang II. La kinase Jak2 peut
interagir directement avec la queue du récepteur AT;, celui-ci devenant activé et
phosphorylant ses cibles, les Transducteurs et activateurs de signaux de transcription 1 et 2
(STAT1 et STAT2), qui sont des facteurs de transcription qui peuvent promouvoir la
prolifération cellulaire (116). De plus, la stimulation du récepteur AT, entraine Ila
transactivation du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) par différents
mécanismes. Un premier exemple serait le clivage de I'HB-EGF membranaire par une métallo-
protéinase qui va ainsi pouvoir lier I'EGFR (117). Il a aussi été démontré que cette
transactivation pouvait a la fois étre dépendante de G4 ou encore de la Parrestine, une
importante protéine adaptatrice des RCPGs (118). A travers celles-ci, le récepteur AT, peut
aussi stimuler I’activation d’Akt et des MAPK. Contrairement aux MAPK activés par PKC,
celles-ci vont rester dans le cytoplasme, suggérant qu’elles auront des cibles différentes (119).

Ces protéines régulatrices du récepteur AT, seront explorées en détail dans la section suivante.

L.5 Les Parrestines

Les Arrestines sont une famille de protéines adaptatrices qui sont impliquées dans la
désensibilisation des RCPG. Le premier isoforme, surnomée 1’ Arrestine visuelle, fut découvert
comme ¢étant un régulateur de la Rhodopsine, récepteur exprimé dans les cellules
photoréceptrices de la rétine qui permettent a celles-ci de réagir a la lumiere (120). La
deuxiéme Arrestine qui fut clonée fut appelée Parrestine, parce que celle-ci pouvait interagir
avec le récepteur B2-Adrénergique (B2AR) (121). L’ Arrestine 3, fut aussi appelée Parrestine 2
car comme la Parrestine elle aussi pouvait interagir avec des récepteurs autres que la
Rhodopsine. Enfin, I’Arrestine 4 fut déterminée comme étant 1’ Arrestine des Cones, celle-ci
n’étant exprimée que dans ce type de cellules photoréceptrices. En somme, les 4 Arrestines
découvertes sont des protéines ayant une taille d’environ 50 kDa. Les isoformes 1 et 4 de cette
famille de protéines sont confinées a la rétine tandis que les isoformes 2 et 3 (PBarrestine 1 et 2)
sont exprimés de fagon ubiquitaire (122). Ces protéines adaptatrices ont un nombre élevé de
partenaires, qui a été déterminé a 337 selon une étude protéomique (123). Ceux-ci sont trés
variés en termes de taille, de structure et de roles, pouvant étre des régulateurs du trafic
intracellulaire, des kinases, des phosphatases ou encore des facteurs de transcription. Les

différents roles des Arrestines 2 et 3 seront expliqués dans les sous-chapitres suivants.
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1.5.1 Etapes de I’endocytose des Récepteurs couplés aux protéines G

En conditions basales, les Arrestines se retrouvent dans le cytosol sous une
conformation inactive, parfois sous une forme dimérisée (124). A ce moment la queue C-
Terminale de I’ Arrestine est rangée a I’intérieur des deux domaines qui forment cette protéine.
Apres activation d’un RCPG, la queue et des résidus des boucles intracellulaires de celui-ci
sont phosphorylés par les GRKs et PKA/C. L’Arrestine peut ainsi lier la queue du récepteur,
qui va déplacer la queue C-terminale de 1’Arrestine parce qu’ils ont le méme site de liaison
(125). Cette liaison de 1’ Arrestine au récepteur a comme premier effet de bloquer la liaison de
protéines G a celui-ci. Le second effet est de déclencher les mécanismes conduisant a
I’internalisation du récepteur. La queue de I’ Arrestine, maintenant libérée, possede des sites de
liaison pour recruter des protéines qui vont structurer la formation de vésicules, soit la
Clathrine (126) et son adapteur la protéine AP-2 (127). Les Arrestines, qui interagissent en
plus de fagon constitutive avec I’ARF GEF ARNO (Cytohésine-2) (128), catalysent
I’activation de la petite GTPase ARF6 qui est primordiale pour le recrutement d’AP-2 et de la
Clathrine (129). Ce complexe multiprotéique contribue a la formation de puits de Clathrine,
qui grossissent jusqu’a ce qu’elles deviennent des vésicules. La scission de ces vésicules de la
membrane est catalysée par la Dynamine, protéine qui est activée lorsqu’elle est phosphorylée

par la kinase Src, recrutée aussi par I’ Arrestine (130).
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Figure 5. Etapes de Pinternalisation d’un RCPG

1) Etat basal. 2) Liaison avec agoniste. Activation du récepteur. Recrutement de protéines G. 3)
Phosphorylation par la GRK. Désensibilisation. 4) Recrutement de la Parrestine. 5) Formation de la
vésicule de clathrine. Scission de la vésicule par la dynamine. 6A) Récepteur de classe A: dissociation
rapide de la Parrestine, recyclage rapide. 6B) Récepteur de classe B: interaction prolongée avec la
Parrestine, recyclage lent.

Les récepteurs liés aux Parrestines, maintenant séquestrés de la membrane, peuvent
faire deux chemins différents selon leur classe d’endocytose. Les récepteurs de classe A, qui
internalisent principalement a travers la Parrestine 2, forment des complexes moins stables
avec les adapteurs d’internalisation et peuvent étre rapidement recyclés vers la membrane. Le
B2AR fait partie de cette catégorie de récepteurs, pouvant étre recyclé apres dix minutes. Les
récepteurs de classe B, n’ayant aucune préférence pour la Parrestine 1 ou 2, forment des
complexes plus stables d’internalisation et font leur chemin vers I’intérieur de la cellule a
I’intérieur des endosomes, vésicules de trafic se trouvant plus profondément en-dessous de la

surface cellulaire (131). Ceux-ci, comme le récepteur AT, de I’Ang II (AT;R), sont recyclés
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aprés une plus longue période, soit une heure. Les récepteurs qui sont défectueux seront

transportés vers des vésicules de dégradation.
1.5.2 Voies de signalisation régulées par les béra-arrestines

1.5.2.1 MAP kinases

Hormis leur rdle classique de médiateur de la désensibilisation des récepteurs, les
Barrestines peuvent activer de multiples voies de signalisation. En premier lieu, elles
controlent 1’échafaudage de plusieurs composantes de la cascade des Protéines kinases
activées par des mitogenes (MAPK ou Mitogen-activated protein kinases). Celles-ci sont
importantes dans la biologie des CMLV, par exemple elles sont importantes pour la migration
de ces cellules stimulée au PDGF-BB (132). Les MAPK sont des kinases ciblant des résidus
sérine et thréonine contenant cinq familles. Celles qui sont activées par les Parrestines sont
d’abord les Kinases régulées par signaux extracellulaires 1 ou 2 (ERK1/2 ou Extracelullar
signal-regulated kinase 1 ou 2) (133), ensuite les Kinases p38 qui contient quatre isoformes
alpha, béta, gamma ou delta (134) et enfin les Kinases de la protéine N-terminale c-Jun (c-Jun
N-terminal kinases), composés de JNKI, JNK2 et JNK3 (135). Les MAPK peuvent
phosphoryler des cibles qui jouent des roles dans I’apoptose, la prolifération ainsi que la
migration cellulaire. Celles-ci suivent tous la méme cascade d’activation en trois étapes, dans
laquelle la MAPK est activée par une MAPK kinase (MAPKK), cette derni¢re étant activée
par une MAPKK kinase (MAPKKK). Un exemple de ce type de cascade serait la MAPKKK
Raf-1 (premier niveau), qui phosphoryle la MAPKK MEK (second niveau), celle-ci qui finit
par phosphoryler la MAPK ERK (troisiéme niveau), pouvant maintenant cibler ses effecteurs
en les phosphorylant (136).

Pour que les MAP kinases puissent efficacement effectuer leur cascade signalétique,
elles ont besoin d’étre regroupées ensemble dans la bonne conformation. Les Parrestines,
comme certaines autres protéines adaptatrices, sont capables de coordonner 1’échafaudage du
complexe MAPK lors de son activation (137). Il a aussi été observé que l’interaction des
modules MAPK avec les protéines adaptrices induit un changement de conformation qui
augmente 1’activité qu’elles ont I’'une envers I’autre. Pour ce qui est du mode d’action exact

des Parrestines sur la cascade ERK, celles-ci interagissent directement avec la MAPKKK Raf-
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1 et les MAPK ERK1/2. La protéine intermédiaire dans la voie de signalisation, la MAPKK
MEK fait partie du complexe, toutefois sans interagir directement avec 1’Arrestine (138).
Ainsi, tous les éléments nécessaires a I’activation des ERKs sont recrutés a proximité, et ces
derniers peuvent étre activés. Les Parrestines peuvent faire la méme chose pour activer JNK3
(troisiéme niveau dans son complexe), en interagissant directement avec celle-ci et la
MAPKKK ASKI1 (premier niveau). Encore une fois, c’est la MAPKK, MKK4 (deuxieme
niveau) cette fois-ci, qui fait partie du complexe sans interagir directement avec I’ Arrestine

(139).

1.5.2.2 PI3K/Akt

Les Parrestines peuvent aussi contribuer a la régulation de la protéine kinase B,
communément appelée Akt. Cette kinase joue un rdle clé dans la survie cellulaire en
propageant des signaux anti-apoptotiques (140). Elle peut aussi stimuler la progression du
cycle cellulaire (141), I’homéostasie ainsi que I’angiogénése des cellules endothéliales (142).
La famille des kinases Akt comporte trois isoformes et ceux-ci ont une taille de 55 kDa. Akt
est composé de deux domaines : un domaine PH qui lie le phospholipide Phosphatidylinositol
(3,4,5)-triphosphates (PtdIns(3,4,5)P3), ainsi qu’un domaine catalytique qui effectue I’activité
kinase de la protéine. Sous sa forme inactive, Akt est repliée sur elle-méme, avec son domaine
catalytique qui est bloqué par le domaine PH. Lorsque la Phosphatidylinositol 4,5-
biphosphates 3-kinase (PI3K), en réponse a un signal quelconque, génere du PtdIns(3,4,5)P3 a
la membrane, le domaine PH d’Akt va s’y lier, ce qui va libérer le domaine catalytique. Ce
dernier sera phosphoryl¢ par la Kinase 1 dépendante des phosphoinositides (PDK1), ce qui va
finalement conduire & son activation. A cause de sa dépendance envers la PI3K, on fait
souvent référence aux deux protéines lorsqu’on décrit cette voie de signalisation (PI3K/Akt)
(143). En fait, I’'un des outils les plus couramment utilisés pour inhiber 1’activation d’ Akt est
le LY293002, qui est en fait un inhibiteur chimique de la PI3K (144).

Mis a part les traitements chimiques, Akt peut étre inhibée a différents niveaux par
différents régulateurs. D’abord, la Protéine Phosphatase et homologue de la tensine (PTEN)
réduit les niveaux d’activation d’Akt en agissant a 'opposé de la PI3K. PTEN remode¢le les
lipides membranaires en déphosphorylant les molécules de PtdIns(3,4,5)P3 qui se retrouvent a

la membrane (145). Akt perd ainsi des sites d’interactions a la membrane ce qui va empécher
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son ouverture. Celle-ci peut aussi étre directement inhibée suite a la déphosphorylation des
résidus phosphorylés sur son site catalytique par la Protéine phosphatase 2A (PP2A) (146).
Enfin, Akt peut aussi étre directement inhibée suite a une phosphorylation inhibitrice par la S6
kinase 1 (S6K1). Cette derniére est en fait une protéine effectrice d’Akt qui exerce un
rétrocontrole négatif. Un moyen de favoriser 1’activation d’Akt est de bloquer ce phénomeéne
de rétroaction avec un traitement a la Rapamycine (147). Cette molécule est un inhibiteur de la
cible moléculaire de la rapamycine (mTOR), qui inhibe aussi S6K. Lorsque 1’activation ou
I’expression de S6K est bloquée, les niveaux cellulaires d’Akt sous sa forme active sont plus
¢levés que la normale. Inversement au LY293002, la Rapamycine est un outil potentiel pour
étudier I’effet d’une suractivation d’Akt.

Il a été observé que I’expression des Parrestines est nécessaire pour 1’activation d’ Akt
dépendante du Facteur de croissance de I'insuline (/’Insulin Growth Factor ou 1GF-1). En
effet, des cellules provenant de souris knockout pour les genes Parrestinesl et 2 n’avaient
aucune activation d’ Akt suite a stimulation a I’'lGF, contrairement a des cellules exprimant la
Barrestinel (148). La Parrestine2 est aussi impliquée dans la propagation de signaux anti-
apoptotiques dans les cellules du muscle lisse vasculaire (VSMC) (149) et dans des
cardiomyocytes suite a une ischémie-reperfusion (150). Néanmoins la Parrestine2 semble
jouer un role contraire sur Akt au niveau du syteme nerveux central. Il a été démontré qu’apres
stimulation a la dopamine, la Parrestine2 interagit avec Akt et la phosphatase qui inactive cette
derniére, la protein phosphatase 24 (PP2A). Ces observations furent confirmées avec des
souris knockout pour le géne de la PBarrestine2, dans lesquelles il y avait absence de formation
du complexe Akt/PP2A, montrant ainsi la nécessité de I’expression de la protéine adaptatrice

pour la régulation de la kinase Akt dans les neurones dopaminergiques (151).

1.5.3 Autres roles des Parrestines

1.5.3.1 Les Parrestines au noyau

Les Parrestines étaient au départ connues pour leurs nombreux roles qu’elles jouent a
I’intérieur du cytoplasme, cependant il a été observé que celles-ci pouvaient se localiser au
noyau (152,153). Ces protéines peuvent former des homo- ou des hétéro-diméres, se déplacant

d’un compartiment cellulaire & D’autre (154). Les deux isoformes possédent un site

24



d’importation nucléaire situé dans leur domaine N-terminal, qui permet leur transport au
noyau par un mécanisme encore inconnu. Néanmoins, lorsque la localisation des Parrestines
est observée par microscopie, on peut voir que la Parrestinel est localisée au cytoplasme et au
noyau, tandis que la Parrestine2 est exclusivement située dans le cytoplasme. Ce phénomene a
été expliqué par la découverte d’un site d’export nucléaire se retrouvant sur ’extrémité C-
terminale de la Parrestine2 permettant le transport actif de celle-ci vers 1’extérieur du noyau.
Le processus d’export actif de la Parrestine2 peut €tre inhibé par un traitement au LMB, un
inhibiteur de I’Exportine-1, qui permet le transport de protéines contenant un site d’export
leucine-dépendant (152). 11 advient justement que les acides aminés de la Parrestine2
controlant ce mécanisme sont deux leucines en position 395 et 397, et un mutant de la
Barrestine2 changeant un de ces résidus en Alanine se retrouve a avoir une localisation
constitutive qui est nucléaire. Toutefois, il est intéressant de savoir que les arrestines mutantes
sans domaine d’export nucléaire sont toujours capables de se localiser aux puits de Clathrine
afin d’interagir avec la machinerie d’internalisation, controlant ainsi la désensibilisation des
RCPGs (155). Il a été¢ démontré par ailleurs que I’expression du mutant L395A de la
Barrestine2 n’a aucun effet négatif sur la désensibilisation et ’endocytose du Récepteur M1 de
I’ Acétylcholine (152). Enfin, le role prépondérant du trafic entre le noyau et le cytoplasme de
la Barrestine2 serait de servir de navette permettant le transport de certains de ces partenaires
d’interaction a I’extérieur du noyau, comme la MAPK JNK3 (152), ou encore 1’Ubiquitine-
ligase Mdm2 (153), qui va ainsi pouvoir cibler des protéines cytoplasmiques. De son coté, le
trafic de la Parrestinel serait régulé par des stimuli, comme la stimulation du récepteur de
ETA de I’Endothéline-1 qui causerait une translocation de la Parrestinel au noyau. Dans un
contexte du cancer ovarien, cela permettrait a cette derniére de lier la B-Caténine et

d’augmenter son activité transcriptionelle qui est oncogénique (156).

1.5.3.2 Les Parrestines et la migration cellulaire

Les Parrestines sont aussi impliquées dans la migration cellulaire. En premier lieu,
I’expression de celles-ci est requise dans le processus de migration cellulaire qui est stimulé
par le Protease Activated-2 Receptor (PAR-2) (157). Il a été observé en plus que la migration
de leucocytes qui est normalement promue par 1’activation du récepteur C-X-C Chemokine

receptor type-4 (CXCR4) est inhibée lorsque les cellules proviennent de souris knockout pour
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le géne codant la Parrestine2 (134). Enfin, I’inhibition de 1’expression de cette protéine par
interférence a I’ARN peut aussi inhiber la migration cellulaire stimulée par I’Ang II (158). En
bref, I’inhibition des Parrestines bloque la migration cellulaire dépendante de plusieurs RCPG.
Cela serait expliqué en partie par le fait que les Arrestines peuvent aussi réguler I’activité des
petites GTPases, qui jouent souvent un role dans ce processus biologique. Il a été mentionné
plus tot que les Parrestines peuvent contréler I’activation de la petite GTPase ARF6 (128).
Celles-ci peuvent aussi controler ’activation de RhoA. En effet, I’activation de la petite
GTPase suivant la stimulation du récepteur AT; par I’Ang II nécessite 1’engagement de la
Barrestinel ainsi que de la protéine Gy Le rdle exact de la Parrestinel dans cette voie de
signalisation est d’inhiber I’activit¢ de la Rho GAP ARHGAP21. Cette derniere étant
maintenue désactivée, les cellules peuvent donc accumuler du RhoA-GTP (159). Ceci est un
exemple ou les protéines signalétiques Parrestine et Gq collaborent ensemble suite a
I’activation du récepteur AT;. Nous allons cependant voir que ce récepteur, comme d’autres
RCPGs, peut étre modulé pour activer I’'une ou 1’autre de ces voies de signalisation de facon

indépendante.

1.5.4 Signalisation biaisée du récepteur AT,

Il existe des ligands biaisés pour le récepteur AT, qui possédent la capacité¢ de moduler
de fagon indépendante les voies de signalisation en aval des protéines G ou des Parrestines. De
multiples substitutions d’acides aminés dans le peptide de I’Ang II ont eu comme effet de
créer des analogues qui, lorsque liés au récepteur AT, peuvent stabiliser ce dernier dans des
conformations actives différentes de celles causées par I’Ang II. Cela cause des changements
dans les niveaux d’activité, de phosphorylation et d’internalisation normaux (160). Il y a un
analogue parmi eux, 1I’Ang II-Sar;Ileslles (SII), qui a été démontré comme étant capable de
recruter les Parrestines toutefois sans recruter la protéine Gg. Effectivement, la stimulation de
cellules exprimant le récepteur AT, avec cet analogue ne cause pas d’accumulation IP, ni
d’augmentation des niveaux de calcium intracellulaire (161). Il a été compris que la taille de la
chaine latérale du huitieme résidu de 1I’Ang II a un effet important sur la capacité de celui-ci a
induire une conformation de récepteur pouvant recruter les protéines G. Pour sa part, I’Ang II
possede en huitiéme position une Phénylalanine (162). Lorsque celui-ci est changé pour un

résidu de taille comparable ou supérieure, comme une D-phénylalanine ou une Benzoyl-
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phénylalanine, cela crée des analogues qui, malgré leurs affinités réduites pour le récepteur,
sont toujours capables de stimuler le recrutement de G4. Cependant, changer le huitiéme acide
aminé pour une isoleucine crée un analogue dont sa capacité de recruter G4 est abrogée (161).
Ces types de ligands, comme le SII, ont été un outil important dans la délimitation de voies de
signalisation Parrestine-dépendantes versus les voies de signalisation protéine G-dépendantes
pour le récepteur a I’Ang II et d’autres RCPGs. Par exemple, c’est avec cet analogue qu’il a
été confirmé chez des cellules HEK293 exprimant I’AT;R que I’activation d’ERK1/2
dépendante de la protéine G4 est rapide et transitoire tandis que ’activation de cette MAPK
médiée par les arrestines est soutenue. De plus, il a ét€¢ observé que la différence entre ces
deux modes d’activation d’ERK n’est pas uniquement temporelle, mais aussi spatiale (119).
En effet, I’activation dépendante de G4 cause la translocation la MAP kinase au noyau, tandis
que I’activation controlée par les Parrestines maintient ERK dans le cytoplasme. 11 a donc été
suggéré que cette régulation spatio-temporelle permet une spécificité du signal (163). Enfin, il
a été démontré que les Parrestines ont la capacité d’adopter plusieurs conformations actives
dépendamment du ligand qui est li¢ au récepteur. Ce phénomene peut justement étre catalysé
par différents analogues de 1I’Ang II, qui peuvent ainsi biaiser les voies de signalisation

dépendantes des Parrestines (161).
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Figure 6. Signalisation biaisée du récepteur AT,

A) L’Ang 1I (agoniste complet) lie son récepteur et induit une conformation chez celui-ci étant
capable de licr tous ses effecteurs. B) Un antagoniste du récepteur va maintenir celuici en
conformation inactive. Dans cette conformation, le récepteur n’a que peu d’affinité pour scs
effecteurs. C) et D) Les agonistes biaisés peuvent stabiliser leurs récepteurs dans une conformation
dite “intermédiaire”. Ces conformations permettent le recrutement de certains effecteurs tout en
n’ayant pas d’affinité pour d’autres.

Essentiellement, le récepteur AT, qui est un RCPG, peut activer plusieurs mécanismes
cellulaires qui contribuent au développement de 1’athérosclérose. Cette pléiotropie des effets
de I’Ang II est notamment due aux multiples voies de signalisation qui sont activées par
I’AT;R. Non seulement celui-ci déclenche des signaux dépendants des protéines G, il
transmet aussi des signaux dépendants des Parrestines. Méme si que les protéines effectrices
comme les MAPK peuvent étre communes dans les multiples voies de signalisation, celles-ci
n’auront pas nécessairement la méme activité au final selon la maniére dont leur activation est
déclenchée. Ainsi donc, il existe un niveau de régulation supplémentaire dans les mécanismes
de transmission de signal. En fait, il y a des interrupteurs moléculaires dans la cellule qui
peuvent réguler de fagon accrue des voies de signalisation déclenchées par des signaux

extracellulaires. Nous en discuterons dans la section suivante.
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1.6 Les facteurs d’ADP-ribosylation (ARFs)

1.6.1 Historique des petites GTPases et des ARF's

Les protéines GTPasiques de la superfamille Ras, aussi appelées petites GTPases a
cause de leur petite taille relative (entre 20 et 30 kDa) sont des interrupteurs moléculaires qui
servent a propager des signaux a travers la cellule (164). La protéine oncogénique Ras, qui a
donné le nom a cette superfamille, fut la premiere a étre découverte dans le contexte de la
recherche contre le cancer. Elle fut rapidement caractérisée par sa capacité de lier le nucléotide
guanine-diphosphate (GDP) ou la guanine-triphosphate (GTP). La protéine change de
conformation selon le nucléotide lui étant lié, et la forme liant le GTP est souvent considérée
comme ¢étant la forme « active » puisque c’est sous celle-ci que les petites GTPases lient
généralement leurs effecteurs. Ces derniers peuvent étre de n’importe quelle nature, par
exemple des enzymes, des récepteurs ou encore des protéines structurales. Au fil du temps,
plusieurs autres protéines possédant des similarités avec Ras furent découvertes, et furent
classifiées comme faisant partie de la méme superfamille. A ce jour, on connait 1’existence de
plus de 150 petites GTPases, divisées en cinq grandes familles, soit les familles Ras, Ran, Rab,
Rho et ARFs (facteurs d’ADP-ribosylation) (164); cette dernicre étant la famille de GTPases
qui est le principal intérét de notre laboratoire.

L’origine du nom des protéines ARF n’a aucun lien avec le role physiologique que
celles-ci jouent. La premiere protéine de cette famille fut découverte en tant que cofacteur
dans le mécanisme d’action de la bactérie vibrio cholaerae. La sous-unité catalytique de la
toxine bactérienne doit lier la protéine humaine ARF6 afin de pouvoir s’activer, la permettant
ainsi d’ADP-ribosyler la sous-unité alpha de la protéine G, cela causant finalement des
diarrhées chroniques chez I’individu infecté . C’est de cet effet sur la protéine G que provient
I’appellation « facteur d’ADP-ribosylation » (165). Dans la famille des ARFs, cinq autres
isoformes ont été par la suite identifiés (166). Elle contient aussi une sous-famille de protéines
appelée Protéines similaires aux ARFs (4ARF-like proteins ou ARL) qui n’ont pas exactement
les mémes roles biologiques, malgré le fait qu’elles possedent beaucoup d’homologie
structurelle avec les ARFs. Toutefois, les ARLs et les ARFs maintiennent en commun le fait

qu’elles soient des protéines membranaires, ancrées a celles-ci a I’aide d’une modification
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lipidique appelée myristoylation, située a leur extrémité N-terminale (167). Plus précisément,
ARF6 se situe a la membrane cytoplasmique, tandis que les autres ARFs se situent au Golgi
(168). Néanmoins, il a été récemment observé dans notre laboratoire que dans les cellules
cancéreuses, ARF1 pouvait lui aussi se situer a la membrane cytoplasmique (169). De par leur
localisation membranaire, les ARFs jouent de nombreux rdles dans la cellule, qui seront
énumérés dans les paragraphes qui suivent. En conséquence, nous estimons que 1’étude du role
de ces protéines dans les CMLV serait importante pour mieux comprendre la biologie de ces

cellules.
1.6.2 Roles des ARFs

1.6.2.1 Régulation des lipides membranaires

Le premier rdle physiologique qui sera attribué aux ARFs sera leur capacité de
modifier la composition des lipides membranaires en contrélant ’activité de kinases qui les
phosphorylent. D’une part, ces petites GTPases contrdlent 1’activité de la Phosphatidylinositol
4-phosphate 5-kinase(PIP5K), qui modifie la composition lipidique de la membrane en
générant des Phosphatidylinositol(4,5)-bisphosphates (PtdIns(4,5)P2) (170). Ces phospho-
lipides sont reconnus spécifiquement par des protéines qui possédent un domaine
d’Homologie a la Pleckstrine (PH) reconnaissant le PtdIns(4,5)P2. La génération de cette
molécule a des endroits localisés est ainsi un mécanisme de régulation spatiale, permettant aux
protéines munies d’un groupe PH d’exercer leur activité a des endroits précis (171). D’autre
part, les ARFs peuvent aussi activer allostériquement la Phospholipase D (PLD), qui clive la
phosphatidylcholine en acide phosphatidique et en choline (172). L’acide phosphatidique est
un lipide membranaire qui contribue a la courbature des membranes cellulaires, donc celui-ci
joue un rdle primordial dans la formation de vésicules (173). En bref, ’activité des ARFs sur
la composition des lipides membranaires est importante puisqu’elle régule la localisation des

protéines ainsi que la forme des structures cellulaires.

1.6.2.2 Régulation du trafic intracellulaire

Les ARFs sont impliqués dans le trafic des vésicules entre les différentes organelles de

la cellule. Elles régulent ce trafic en controlant la formation, le recouvrement et le triage des
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vésicules dans leurs déplacements d’une membrane intracellulaire a I'autre (174). Il y a trois
types de vésicules intracellulaires : d’abord, les vésicules recouvertes avec les protéines de
manteau de type I (COPI), qui assurent le transport rétrograde du Golgi vers le Réticulum
Endoplasmique. Ensuite, les vésicules recouvertes avec les protéines de manteau de type 11
(COPII), qui font le transport antérograde du Réticulum Endoplasmique vers le Golgi. Enfin,
les vésicules recouvertes de Clathrine, qui font le transport du Golgi vers les organelles
périphériques comme les lysosomes (175,176). Les ARFs de type 1 a 5 recrutent les protéines
de revétement a travers des protéines adaptrices qui peuvent les stabiliser. Celles-ci sont
divisées en deux familles : il y a d’abord la famille des Complexes adapteurs protéiques (AP)
qui sont des hétérotétrameres ainsi que la famille des Golgi-localized, gamma adaptin ear-
containing, ARF-binding protein (GGA) qui sont des monomeres (177). En général, une ARF,
lorsqu’elle est activée, va se connecter avec une molécule adaptrice et une protéine de cargo
afin de former une unit¢ ARF-adapteur-revétement. L’assemblage controlé d’une multitude de

ces unités structure et donne la forme aux vésicules.

1.6.2.3 Régulation de I’endocytose

Toutefois, les ARFs ne sont pas juste des régulateurs du trafic intracellulaire. ARF6,
qui se localise a la membrane plasmique, est aussi impliqué dans deux autres formes de trafic,
c’est-a-dire 1’endocytose et le recyclage. L’endocytose est un processus qui consiste en
I’internalisation de molécules se situant a la membrane plasmique vers 1’intérieur de la cellule.
ARF6 est responsable de I’endocytose de plusieurs récepteurs que ce soit de fagon
constitutive, comme pour le récepteur de la transferrine (178), ou bien apres leur activation,
comme il a été mentionné plus tot pour les RCPG. Il a été observé que la déplétion d’ARF6
inhibe I’internalisation de nombreux récepteurs couplés aux protéines G comme le récepteur
B2-adrénergique, le récepteur V2 de la vasopressine ou encore le récepteur AT1 de
I’angiotensine (128,179). Les mécanismes de I’endocytose par ARF6 ont donc été étudiés.
L’internalisation de molécules a travers la formation de vésicules a la surface de la cellule peut
se faire selon trois processus : Clathrine-dépendant, Cavéoline-dépendant ou encore a travers
la voie de vésicules non recouvertes de Clathrine (180). La Clathrine est une protéine
structurale en forme de triskele (trois spirales entrecroisées) qui a la capacité de s’emboiter sur

elle-méme afin de recouvrir des vésicules. Cet emboitement peut étre inhibé par un
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environnement hypertonique au sucrose (181), ou encore avec le PitStop, une molécule
chimique inhibitrice du domaine terminal de la Clathrine (182). Les Cavéoles sont un type de
radeau lipidique, c'est-a-dire une section localisée de la membrane plasmique qui posséde une
composition particuliere. Chez celles-ci, on observe plus de cholestérol, de
glycosphingolipides et des protéines membraines qui les composent, les Cavéolines. En bref,
les vésicules de Clathrine possédent un revétement solide tandis que les Cavéoles sont des
invaginations causées par différentiation de la texture membranaire. Le dernier type de
veésicules pourra se former sans Clathrine ni Cavéoline (183).

Certes, ARF6 peut contribuer aux trois différents processus d’endocytose a travers son
activité sur les lipides membranaires. La petite GTPase jouera cependant un rdle clé dans
I’endocytose dépendante de la Clathrine, car sa forme couplée au GTP interagit directement
avec la Clathrine et le Complexe adapteur protéique 2 (AP-2) (129). Elle va ainsi utiliser un
mécanisme similaire aux autres isoformes d’ARFs et former des unités ARF-adapteur-
revétement. Ces interactions vont permettre 1’assemblage de plusieurs molécules de Clathrine
en complexes qui vont recouvrir les vésicules d’internalisation afin de les structurer et leur
conférer leur rondeur.

Un role additionnel d’ARF6 dans I’endocytose est le controle du mouvement des
vésicules au long du cytosquelette microtubulaire en interagissant avec la Protéine
interagissant avec la kinase c-Jun (JIP4), une protéine adaptatrice qui fait le lien entre les
vésicules cellulaires et les protéines motrices qui se déplacent au long des microtubules (184).
Ces derniéres sont divisées en deux catégories : les Kinésines, qui transportent habituellement
les vésicules vers I’extérieur de la cellule et les Dynéines qui agissent a I’intérieur d’un grand
complexe appelé Dynactine pour transporter les vésicules vers I’intérieur de la cellule. Ainsi,
I’interaction d’ARF6 avec JIP4, va empécher cette derniere de lier les Kinésines (transport
externe), tout en favorisant ’interaction de JIP4 avec le complexe de la Dynactine (transport
interne). Cela aura ’effet final de provoquer le transport actif de la vésicule vers I’intérieur de
la cellule. En somme, a travers son rdle sur I’endocytose, ARF6 contrdle la fonction des
récepteurs. La modulation de lactivité de ceux-ci chez les CMLV pourrait changer les

réponses de ces cellules dans des phénomenes clés comme la migration ou la prolifération.
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1.6.2.4 Régulation du recyclage

Suivant le processus de I’endocytose, il y a le phénomeéne du recyclage. Celui-ci est un
processus qui consiste a cibler des protéines internalisées vers la membrane plasmique pour
que celles-ci puissent servir a nouveau. Encore une fois, ARF6 peut contrdler la formation de
vésicules servant au recyclage a travers ses effecteurs qui affectent les lipides membranaires,
PIPSK et PLD (170,172). Par ailleurs, il a été observé qu’ARF6 peut diriger des vésicules
contenant la protéine Tac (la sous-unité alpha du récepteur de I’Interleukine-2) a partir des
endosomes vers la membrane plasmique. Les protéines pouvant €tre transférées dans cette
voie ne possedent pas de domaine de liaison avec AP-2 ou la clathrine (185). Ensuite, il y a eu
plusieurs études qui démontrent qu’ARF6 se colocalise avec les Rab GTPases, acteurs
classiques de la machinerie endosomale qui stimulent le retour lent ou rapide de vésicules sous
membranaires vers la membrane (186). Supportant ce fait, les Arfophilines, protéines
effectrices des Rabs, sont aussi controlées par ARF6 (187). Finalement, la capacité d’ARF6 a
réguler le recyclage va lui permettre de jouer un réle au niveau de ’adhésion cellulaire, en
permettant la sortie de molécules d’adhésion. En effet, le recyclage de I'une d’entre-elles, la
B1-intégrine, est contrdlée par ARF6 : lorsque 1’on inhibe son effecteur ACAP1 (la ArfGAP
de type 1 avec domaines spirale-enroulée, répétitions d’Ankirine et PH), on bloque le
recyclage de la molécule d’adhésion (188). Comme il a été mentionné plus tot, des
phénomenes comme 1’adhésion peuvent réguler le phénotype des CMLV. Les ARFs
pourraient donc, en controlant le recyclage, moduler ce phénotype a travers I’adhésion ou

encore le recyclage de d’autres protéines signalétiques.
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Figure 7. Régulation du trafic intracellnlaire et périphérique

Les vésicules recouvertes de COPI assurent le transport vésiculaire provenant de Iappareil de Golgi
vers le réticulum endoplasmique. Les vésicules recouvertes de COPII assurent le transport inverse du
réticulum vers le Golgi. Les vésicules recouvertes de clathrine sont impliquées dans le transport du
Golgi vers les endosomes/lysosome et dans I'endocytose. Les ARFs recrutent les protéines de
revétement couvrant les vésicules, mais sont aussi impliquées dans le mouvement des vésicules non
recouvertes de protéines.

1.6.2.5 Remodelage du cytosquelette d’actine

Au fil des années, plusieurs autres réles furent attribués aux ARFs. En premier lieu, il a
¢été démontré qu’ARF1 et ARF6 sont impliqués dans le remodelage du cytosquelette d’actine.
L’effet d’ARF1 serait restreint au niveau du Golgi tandis que celui d’ARF6 serait en
périphérie. Il a été observé que cette derniere interagit avec I’ Arfaptine, qui est une protéine
qui joue un réle important dans la structuration du cytosquelette d’actine, ainsi que Racl, un
interrupteur moléculaire qui régule la polymérisation de ce dernier (189). ARF6 contribuerait
au recrutement de Racl a la membrane, en participant a la création de radeaux lipidiques, qui

seront des sites de localisation membranaire pour cette protéine (190). L’interaction d’ARF6
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avec ses partenaires Racl et Arfaptine lui confeére la capacité de contrdler le remodelage du
cytosquelette d’actine. Cela fut confirmé dans une expérience ou la surexpression de mutants
dominants négatifs a eu pour effet de diminuer la quantité d’ondulations membranaires chez
des cellules, phénoméne qui est directement lié a I’activité de 1’actine, et qui est aussi
précurseur de la motilité cellulaire (191). Notre groupe et d’autres avons justement démontré
I’implication des ARFs dans la migration de plusieurs types cellulaires (169,192,193). D’une
part, nous avons observé que l’expression d’ARF6 controle la migration des cellules
endothéliales (192), et d’autre part qu’ARF1 et ARF6 controle la migration des cellules
invasives du cancer du sein(169,193). Dans ces dernieéres, nous avons aussi démontré
qu’ARF1 pouvait contrdler I’activité des petites GTPases Racl et RhoA (194,195), qui sont
respectivement impliquées dans la migration et ’invasion cellulaire. ARF1 contrdle aussi la
migration cellulaire en régulant la formation de complexes d’adhésion focaux. De fagon
surprenante, nous avons observé que dans la lignée cellulaire HEK293, I’inhibition de
I’expression d’ARF6 potentie la migration de celles-ci, contrairement a ce que ’on a vu dans
les autres types cellulaires. Dans ce cas-ci, I’inhibition d’ARF6 entrainait une suractivation de
Racl a la membrane plasmique, augmentant ainsi la migration des cellules méme en absence
de stimulus (196). Il se fit de méme dans une autre étude utilisant des cellules épithéliales :
ARF6 régule négativement Racl et la désactivation de la premicre permet I’activation de la
seconde (197). Somme toute, les ARFs régulent le remodelage du cytosquelette d’actine et par
conséquence la migration cellulaire. Il a été observé que ce contréle pouvait étre positif ou
négatif selon la lignée cellulaire, donc il serait intéressant d’étudier I’effet des ARFs sur la
migration des CMLV, surtout lorsqu’on considére que ce phénomene est un des mécanismes

de ’athérosclérose.

1.6.2.6 Régulation des especes réactives de ’oxygene et de I’inflammation

Un autre role plus obscur qu’ARF6 joue est au niveau de la formation d’especes
réactives de ’oxygene (ROS). Les neutrophiles peuvent générer des anions superoxydes suite
a leur stimulation avec du N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP). Cependant,
aprés traitement de ceux-ci au secinH3 (un inhibititeur d’ARF6), la production d’anions
superoxydes dépendante du fMLF fut inhibée (198). La déplétion de I’expression d’ARF6

ainsi que de la cytohesine-1, un activateur des ARFs, ont eu des effets similaires dans ce
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méme modele cellulaire. Cet effet serait expliqué par le fait que I’inhibition d’ARF6 cause une
diminution du recrutement membranaire de la sous-unité p47 du complexe NADPH oxydase,
I’enzyme responsable de la production de ROS stimulée par fMLF. La translocation de p47 a
la membrane dépend de I’activité¢ de la PLD, protéine effectrice d’ARF6. Donc, 1’inhibition
d’ARF6 réduirait I’activité de PLD ce qui réduirait la quantité de p47 disponible pour former
des complexes avec la sous-unité principale (198). Cela résulterait en moins de complexes
NADPH oxydase activés qui peuvent générer des anions superoxydes. Nous-mémes avons
observé que dans les cellules du muscle lisse vasculaire (CMLV), I’inhibition de 1’expression
d’ARF6 réduit la production de ROS stimulée par I’Ang 11 (199). D’ailleurs, le stress oxydatif
a longtemps été associ¢ a l'inflammation, et il a justement ét¢ démontré qu’ARF6 est
responsable de la déstabilisation de 1’endothélium en conditions inflammatoires. En effet, le
gene de la réponse primaire a la différentiation des myeloides 88 (Myd88), protéine adaptrice
de I’'inflammation, active ARF6 en réponse a I’Interleukine-1 beta (IL-1B) (200) ou les
lipopolysaccharides (LPS) (201). Il a été observé dans des études animales que ’inhibition
d’ARF6 réduit la dysfonction endothéliale causée par ces facteurs, augmentant le taux survie
face a un choc septique dans une étude, ou en diminuant le niveau d’arthrite induite au
collagéne dans I’autre. Dans I’ensemble, ARF6 jouerait un rdle dans la génération de stress
oxydatif et aurait une activité pro-inflammatoire. Ceux-ci qui sont encore deux phénomenes

impliqués dans 1’athérosclérose.

1.6.2.7 Régulation de la prolifération cellulaire

La premicre évidence d’un role d’ARF1 dans la sénescence fut découverte dans notre
laboratoire durant I’étude du rdle des ARFs dans les cellules du cancer du sein. En effet,
I’inhibition de I’expression de la petite GTPase par interférence a I’ARN ou I’expression d’un
mutant dominant négatif, a eu comme effet d’amener les cellules cancéreuses en état de
sénescence, c’est-a-dire en arrét complet de prolifération (202). Ce résultat a été expliqué par
le fait qu’on a observé une certaine quantité d’ARF1 au niveau du noyau, et nous avons
démontré qu’il y jouait un role de régulateur du cycle cellulaire. Dans ces cellules, 1’inhibition
d’ARF1 a empéché la dissociation du complexe entre la protéine Rb hypo-phosphorylée et le
facteur de transcription E2F1, la libération de ce dernier étant nécessaire pour la transcription

de geénes qui promeut la poursuite du cycle cellulaire. ARF1, qui est surexprimée dans les
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lignées invasives de cancer du sein, serait donc une protéine oncogénique (203). Par ailleurs,
ARF6 stimule aussi la prolifération des cellules cancéreuses, mais a travers un mécanisme
différent. En activant la PLD, ARF6 cause la phosphorylation des protéines effectrices des
mTOR, stimulant ainsi la synthése protéique. Dans ces cellules, la GTPase va stimuler en plus
I’activité des MAP kinases ERK et p38 (204). Outre les cellules cancéreuses, ARF6 contrdle
la prolifération des cellules endothéliales stimulées par le VEGF (205). Les ARFs peuvent
donc réguler la prolifération de différents types cellulaires.

Tout compte fait, la multitude des roles des ARFs démontre la grande importance de
celles-ci dans la biologie de la cellule. La plurifactorialité de 1’athérosclérose en fait une
pathologie qui reste difficile a controler, cependant les ARFs sont directement impliquées dans
des nombreux facteurs ou mécanismes qui sont sous-jacents a cette maladie, ce qui suggere le
potentiel de ces protéines comme cible thérapeutique. Afin de développer une stratégie
d’inhibition, il faut mieux comprendre le fonctionnement de ces GTPases ainsi que les

techniques d’inhibition actuelles.

1.7 Structure et biochimie des ARFs

Les ARFs sont des protéines de forme globulaire qui font environ 20 kDa de taille et
sont d’une longueur d’environ 180 acides aminés. Elles sont divisées en trois classes, soit la
premiere qui comporte les ARFs 1 et 3, la seconde qui comporte les ARFs 4 et 5 et enfin la
troisiéme qui ne comporte qu’ARF6 (166). La protéine ARF2, qui n’a pas ét¢ mentionnée, est
le seul isoforme qui n’est pas exprimé dans les cellules des mammifeéres. La structure globale
des ARFs est assez similaire entre les différents membres de cette famille : les protéines
possédent tous au moins 90% d’homologie. Néanmoins, ARF6 est le membre de la famille qui
différe le plus des autres (166). Non seulement au plan des acides aminés qui la composent,
mais aussi au niveau fonctionnel. Cela se témoigne surtout par le fait qu’elle est la seule
protéine de la famille a ne pas se localiser au Golgi en conditions normales (168). Elle posséde
toutefois des mécanismes structurels qu’elle partage en commun avec le reste de la famille des

ARFs, qui seront décrits au paragraphe suivant.
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1.7.1 Mécanismes moléculaires des ARF's

En premier lieu, ARF6 est myristoylée sur son extrémité N-terminale (167). La
myristoylation est une modification post-traductionnelle (signifiant une modification qui
survient apres la synthése de la protéine) qui consiste en 1’ajout d’un groupement myristoyl,
qui est un acide gras de quatorze carbones. Cette chaine lipidique est commune a toutes les
ARFs et permet a celles-ci de s’accrocher aux membranes cellulaires. Ensuite, comme
I’ensemble des petites GTPases, ARF6 possede un domaine G, une poche dans laquelle peut
se lier un nucléotide, soit une molécule de GDP ou de GTP. Cette liaison avec le nucléotide
est stabilisée par la présence d’un ion magnésium dans la pochette d’interaction. De plus,
ARF6 possede deux régions « switch », communes aussi a toutes les petites GTPases, qui vont
se déplacer en fonction du nucléotide lié¢ a la protéine. Le fait d’échanger la molécule de GDP
en GTP a comme effet d’attirer les régions switch vers le GTP; ces régions switch de la petite
GTPase se referment donc en quelque sorte sur elles-mémes et changent de forme ce qui peut
changer I’affinité de la protéine pour des partenaires d’interactions potentiels (206).

Tandis que ce petit repliement suffit pour modifier I’activité de nombreuses GTPases,
les protéines de la famille des ARFs, ainsi que de sa sous-famille des GTPases ARL subissent
néanmoins une cascade structurelle majeure suivant leur liaison a une molécule de GTP. Chez
ces protéines, le mouvement des régions switch cause un changement de conformation ailleurs
sur la face opposée de la protéine, soit au niveau de la région interswitch. Plusieurs acides
aminés hydrophobes, dont leurs chaines latérales sont cachées en conformation GDP, sont

dorénavant exposés lorsqu’ils sont en conformation GTP (207).

38



Figure 8. Mécanisme moléculaire de Pactivation d’ARF6

Dans leur conformation GDP, les chaines latérales des acides aminés Phényalanine 47 (FA47),
Tryptophane 62 (W62) et Tyrosine 77 (Y77) sont cachées i I'intéricur de la protéine. Suite an
remplacement de la molécule GDP en GTP, les régions Swiichi (Sw1) et Swilch2 (Sw2) se replient
vers la protéine ce qui expose les acides de la “trade hydrophobique™. Ceux-ci sont
dorénavant disponibles pour établir des liaisons avec d’autres protéines.

Cela crée donc une région hydrophobe, qui est un site d’interaction protéine-protéine
majeur pour les ARFs. Dans les structures cristallines d’ARF6 liant la toxine cholérique, et la
protéine adaptatrice JIP4, il a ét¢ démontré que I'interaction d’ARF6-GTP avec ces effecteurs
se font a travers cette région (208). De méme, la structure cristalline d’ARFI1-GTP avec la
protéine GGA3 montre aussi que l’interaction se fait a travers la pochette hydrophobe se
retrouvant au niveau de la région interswitch (209). Pour ce qui est d’ARF6, un trio d’acides
aminés, surnommeé la « triade hydrophobique » forme des liens forts avec les autres protéines
afin de stabiliser ces interactions. Cette triade est composée des trois acides aminés suivants :
la Phénylalanine 47, le Tryptophane 62 et la Tyrosine 77 (208). Il a été observé que la
mutation de la phénylalanine et de la tyrosine correspondante chez ARF1, entraine une perte
de la capacité d’interaction de la forme active de celle-ci avec GGA3. Par ailleurs, il a été
observé que la mutation des acides aminés équivalents chez ARF3 cause aussi une perte
d’interaction avec ses protéines effectrices (210). Enfin, cela démontre toute I’importance de

cette région commune aux ARFs, qui permet leur liaison avec plusieurs de leurs effecteurs.
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1.7.2 Régulation du cycle GDP/GTP des ARFs

Comme il a été expliqué dans le paragraphe précédent, les ARFs peuvent se retrouver
soit sous une forme inactive liée au GDP ou une forme active, liée au GTP. Le transfert d’un
¢tat a I’autre est finement régulé par les facteurs d’échange de guanine (GEFs) et les protéines
régulatrices de I’activité GTPasique (GAPs). Les GEFs contrélent I’activation en échangeant
le GDP li¢ de la protéine G pour une molécule de GTP. L’inactivation est catalysée par les
GAPs, ayant la capacité d’augmenter drastiquement la vitesse d’hydrolyse du GTP en GDP,

qui est la capacité intrinseque de la GTPase.

1.7.2.1 Les facteurs d’échange des ARFS

Les GEFs régulant I’activation des ARFs possedent tous un domaine Sec7, le domaine
catalytique qui lie les régions switch des ARFs et qui permet I’échange du GDP pour du GTP.
Les ARF GEFs sont divisées en deux catégories principales en fonction de leur taille et de leur
localisation. Il existe en premier lieu celles de la famille BIG/GBF qui ont un haut poids
moléculaire et qui sont principalement localisées au niveau du Golgi dans la cellule. Chez les
mammifeéres, ce groupe est compos¢ des protéines BIG1, BIG2 et GBF1. Celles-ci ont
minimalement une taille de 200 kDa et sont nécessaires a la régulation du trafic Golgien
(211,212). Elles controlent I’activation des ARFs de classe 1 et II (ARF1, 3, 4 et 5) se
retrouvant dans ce compartiment cellulaire.

L’autre catégorie d’ARF GEFs, celle des GEFs a bas poids moléculaire, contient plus
de membres et ont une localisation plus généralisée dans les cellules. Cette classe comporte les
protéines Fbx8 et EFA6, ainsi que les familles des BRAG et des Cytohésines (213). Ces
derniéres sont les petites ARF GEFs les mieux caractérisées. La famille des Cytohésines
comporte quatre membres, soit cytohésine-1, cytohésine-2/ARNO, cytohésine-3/GRP1 et
cytohésine-4. Elles ont une taille de 45 kDa, un domaine de type spirale enroulée (coiled-coil)
en région N-terminale les permettant de former des diméres ou d’interagir avec d’autres
partenaires, ainsi qu’un domaine PH en région C-terminale qui est responsable de leur
localisation membranaire. Il a été démontré in vitro que les cytohésines ont une meilleure
affinité pour ARF1 que pour ARF6 (214), cependant cette activité s’est avérée a étre similaire

in cellulo. Etant donné qu’elles ont de nombreux partenaires autres que les ARFs, on a pu
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observer des roles non traditionnels pour les Cytohésines. Par exemple, le réle de celles-ci a
¢té démontré comme protéines d’échafaudage recrutant d’autres GEFs dans le processus

d’activation de la GTPase Racl (215).

1.7.2.2 Les protéines régulatrices de ’activité GTPasique des ARFs

Les trente et une ARF GAPs exprimées chez les mammifeéres exercent leur activité a
travers leur domaine GAP, qui est d’une taille de 140 acides aminés. Ces domaines ont la
capacité de lier le domaine G de la petite GTPase qu’ils ciblent, et possédent une Arginine qui
est le résidu catalytique nécessaire pour I’hydrolyse du troisieme phosphate de la molécule de
GTP afin de la transformer en GDP. La premiere ARFGAP qui fut découverte s’appelle
ARFGAPI1, celle-ci se localisant au Golgi (216). Son role est d’inactiver ARF1 afin de
favoriser le désassemblage des protéines structurales Golgiennes. Cela permet le trafic a
I’intérieur et a I’extérieur du Golgi a travers la fusion et la fission de vésicules.

En second lieu, les Protéines interagissant avec les kinases des récepteurs couplés aux
protéines G, (GITs, acronyme de G protein-coupled receptor kinase-interacting thing) sont
des ARFGAPs ciblant ARF6 avec une localisation un peu plus diversifiée (217), celles-ci
formant des complexes au niveau du cytoplasme, de la membrane cytoplasmique et des
complexes d’adhésion focaux. Ces protéines tiennent leur nom du fait qu’elles ont été
découvertes en tant que partenaires d’interaction de la GRK, jouant un rdéle crucial dans
I’endocytose des récepteurs couplés aux protéines G (218). GIT1 et 2 jouent d’autres roles,
d’une part au niveau de la régulation du cytosquelette d’actine en interagissant avec les petites
GTPases Racl et Cdc42, ainsi que leur facteur d’échange, B-PIX (219). D’autre part, au
niveau de la régulation des complexes d’adhésion focaux en interagissant avec la protéine
adaptrice Paxilline qui lie ’ensemble des protéines régissant 1’adhésion cellulaire (220). Cela
témoigne que les GITs ont des roles plus variés que la famille d’ARF GAPs classique. Enfin,
GIT2 possede une seconde forme, créée par un épissage post-transcriptionel de son ARN
messager. L’isoforme alternatif de GIT2 est une protéine plus courte, se localisant au Golgi,
qui exerce son activité GAP sur ARF1 (221).

Par ailleurs, il y a d’autres familles d’ARF GAPs, dix en total, comme par exemple les
ASAPs et les ARAPs. Un peu comme les GITs, celles-ci ont aussi un impact sur la migration

cellulaire, pouvant s’associer avec les protéines de la famille Rho. De méme, elles exercent

41



aussi une activité GAP sur ces petites GTPases (222,223). Ainsi donc, il y a de nombreuses
ARF GAPs, qui peuvent ramener les ARFs de la forme GTP a la forme GDP. Etant donné
qu’elles ne lient que la forme active des ARFs, elles sont généralement vues comme des
protéines régulatrices. Mais elles pourraient aussi étre considérées comme des effectrices, vu

qu’elles transmettent des signaux a de nombreuses autres protéines.
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Figure 9. Cyde d’activation des ARFs

Une GEF active une ARF en échangeant 1a molécule de GDP couplée i celle-ci pour une molécule de
GTP. Pour compléter le cycle, une GAP peut désactiver une ARF en stimulant I’hydrolyse du
troisiéme groupe phosphate de la molécule de GTP, la changeant ainsi en une molécule de GDP.

1.7.3 Régulation du cycle GTP/GDP par mutagénése

Les connaissances avancées de la structure et des mécanismes d’activation des ARFs
ont été utilisées afin de créer des outils permettant d’établir des conditions ou ARF6 est
spontanément active ou inactive. Ce sont généralement des formes d’ARF6 mutées a I’aide de
techniques de biologie moléculaire, exprimant des modifications ciblées au niveau des acides
aminés qui se trouvent a ’intérieur de la pochette d’interaction avec le nucléotide. La mutation
de la Glutamine située en position 67 pour une leucine résulte en un mutant d’ARF6 qui, apres
avoir été chargé avec un nucléotide GTP, devient incapable d’hydrolyser celui-ci (224).

Lorsqu’exprimé dans les cellules, cela conduit & une accumulation d’un pool d’ARF6 activé a
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I'intérieur de la cellule, permettant d’étudier I’effet de la forme active d’ARF6 sur un
processus biologique d’intérét. Cependant, le désavantage d’utiliser ce type de mutant est que
I’ARF active ne compléte jamais son cycle GTPasique, résultant en 1’inhibition de processus
biologiques nécessitant la désactivation de I’ARF. Par exemple, la surexpression d’ARF6
Q67L bloque le recyclage de la protéine Tac, effet qui est toxique a long terme (225). Un autre
mutant d’ARF6, dont la Thréonine en position 157 est remplacée par une Alanine (T157A),
posséde une affinité plus élevée pour le GTP, tout en maintenant la capacité d’hydrolyser
celle-ci lorsqu’elle catalysée par une GAP. Cette forme de la GTPase, communément appelée
« fast-cycling », passe plus de temps sous la forme GTP, donc son expression peut étre utilisée
en expérience pour simuler des conditions ou ARF6 est en forme active, toutefois sans perdre

I’effet du cycle GTPasique (226).

T27

Arf6-GDP Arf6-GTPYS

Figure 10. Localisation des residus dés sur les structures d’ARF6 GDP et GTP

Les acides Thréonine 27 ot 44 (T27/T44) sont nécessaires pour stabiliser la liaison d” ARF6
avec le GTP. A travers cette interaction, T44 contréle ainsi le repliement de la région Switch 1. Le
résidu T27 est anssi impliqué dans I'interaction avec le GDP. Enfin, I’acide aminé Glutamine 67
{Q67) est responsable du replicment de la région Switch 2. Figure adaptée de Macia et al., Joumal of
Cell Science 117, 2389-2398 (Janvier 2004). Numéros de références PDB: 1E0S (ARF6-GIDP) et
1HFV (ARF6-GTPyS).
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Les biologistes posseédent toutefois plusieurs options leur permettant de créer des
conditions expérimentales ou il y a désactivation d’ARF6. Il existe par ailleurs des mutants
d’ARF6 simulant la forme inactive de celle-ci. La mutation de la Thréonine en position 27
pour une Asparagine (T27N), a pour effet de créer une forme d’ARF6 qui est incapable de lier
le GTP (191). Ce mutant d’ARF6 a un effet dominant négatif, car il séquestre les facteurs
d’échange qui essaient de charger une molécule de GTP sur celui-ci. Cependant, ce mutant a
la tendance de perdre son nucléotide GDP, ce qui affecte sa stabilité. Une alternative, un
mutant d’ARF6 remplagant la Thréonine en position 44 pour une Asparagine (T44N), possede
toujours la capacité de lier le GTP, mais posséde 30-fois moins d’affinité pour celui-ci que la
molécule d’ARF6 de type sauvage. Ce mutant, de type communément appelé « slow-cycling »
possede I’avantage de ne pas avoir une affinité réduite pour le GDP, tout en étant toujours
capable de compléter le cycle GTPasique (227). Etant donné que tous les membres de la
famille des ARFs possedent une poche d’interaction avec les nucléotides qui est identique, il
est donc aussi possible de modifier ’activité¢ des différents isoformes d’ARF en mutant les
acides aminés de ces protéines qui correspondent aux résidus présentés ci-haut. D’une part, la
Glutamine 67 d’ARF6 correspond a la Glutamine 71 sur ARF1 donc le mutant d’ARF1 Q71L
est une forme constitutivement active de celle-ci (228). D’autre part, on peut créer un mutant
dominant négatif d’ARF1 en remplagant la Thréonine 31 (correspondant a la Thréonine 27 sur

ARF6) en Asparagine (T27N) (228).

1.7.4 Inhibiteurs chimiques des ARFs

1.7.4.1 Les inhibiteurs des GEF a haut poids moléculaire

Il existe des molécules qui peuvent inhiber le processus d’activation des ARFs. La
majorité de celles-ci agissent en ciblant une ou plusieurs ARF GEF et en bloquant leur activité
de facteur d’échange. La premicre qui fut découverte est la Bréfeldine A (BFA), une molécule
naturelle produite par des champignons, comme Eupenicillium brefeldianum (229). Celle-ci
est un inhibiteur incompétitif, ce qui signifie qu’elle ne peut lier son enzyme cible seulement
lorsque cette dernicre est déja liée a son substrat (230). En effet, la BFA empéche la réaction
de chargement de GTP en se liant a I'intérieur de I'interface entre ARF1 et sa GEF GBF1,

stabilisant les deux protéines dans une conformation intermédiaire inactive. Les autres ARF
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GEFs a haut poids moléculaire, BIGI et BIG2, sont tout aussi sensibles a la BFA et au
Golgicide A, autre molécule qui a le méme mécanisme d’action (231). Comme le nom de ce
composé I’'implique, I'utilisation de cette classe d’inhibiteurs a comme effet d’empécher la

formation de vésicules au Golgi, ce qui résulte finalement en sa dégradation.

1.7.4.2 Les inhibiteurs des GEF a faible poids moléculaire

A Pinstar des inhibiteurs ciblant les facteurs d’échange & haut poids moléculaires,
des inhibiteurs ciblant les Cytohésines ont aussi ¢t¢ développés. Des aptaméres d’ARN
capables de lier le domaine Sec7 de ces ARF GEFS ont d’abord été découverts, bloquant
effectivement la réaction d’échange de nucléotides catalysée par celles-ci (232). L aptamere
M69 fut ensuite utilisé dans le cadre d’un essai de criblage par compétition pour trouver des
petites molécules chimiques pouvant inhiber la Cytohésine 1. Le but est de trouver des
composés ayant la capacité de déplacer M69 de la poche de la Cytohésine 1 par compétition
au site actif. Quelques molécules ont eu un résultat positif dans cet essai, la plus performante
¢tant la SecinH3 (233). Ce composé est un puissant inhibiteur de 1’activation d’ARF1 et
ARF6, provoquant des effets comme la résistance a 1'insuline dans des hépatocytes, ou encore
I'inhibition de la production d’espéces réactives de I’oxygene dans des cellules immunitaires.
La petite molécule LM11 est un autre inhibiteur des Cytohésines qui, contrairement au
SecinH3, ne fut pas découvert par criblage mais plutot grace a un essai in Sillico dans lequel
on a tenté d’obstruer une petite poche d’interaction dans la structure tridimensionnelle du
complexe entre ARF1 et la forme mutée d’ARNO (E156K) (234). LM11 cible les cytohésines
en bloquant Dlactivité de celles-ci sur ARF1 et ARF5 mais pas ARF6. Néanmoins, cette
molécule n’est pas spécifique a cette famille d’ARF GEFs, puisqu’elle peut aussi inhiber

I’activité de BIG1, un facteur d’échange d’ARF qui possede un haut poids moléculaire,.
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Figure 11. Inhibiteurs chimiques des ARFs

Adaptée de Vigil ef al., Nature Reviews Cancer 10, 842-857 (Décembre 2010); de Sienz ef al.,
Nature Chemical Biology 5, 157-165 (Mars 2009); et de Yoo et al., Cancer Cell 29, 889-904 (Juin
2016).

1.7.4.3 Le NAV-2729 : Inhibiteur a activité directe

Dans I'ensemble, il existe beaucoup de molécules qui peuvent inhiber 'activation des
ARFs, cependant la méthode d'action de chacun d'eux est de cibler l'activité des ARF GEFs.
Le NAV-2729 est la seule molécule chimique connue jusqu’a ce jour qui inhibe I’activité
d’une ARF en se liant directement avec elle (235). Ce composé fut découvert dans un essai de
criblage ou I’on mesurait ’activit¢ d’ARF6 a ’aide d’analogues fluorescents du GTP (GTP-
BODIPY FL). Cette fluorescence est éteinte lorsque ces nucléotides sont a I’état libre, elle

s’active néanmoins lorsque les molécules de GTP se lient avec une GTPase. Le NAV2729 a
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donc réussi a effectivement réduire la fluorescence émanant des puits contenant ARF6 et GTP
fluorescente. Ce composé interagit avec ARF6 dans sa région interswitch I’empéchant ainsi de
lier d’autres partenaires. Cette liaison est stabilisée par une interaction avec les résidus de la «
triade hydrophobique ». Le NAV2729 a été démontré comme étant spécifique a ARF6 dans
une batterie de tests vérifiant son affinité pour les ARFs et autres GTPases. Enfin, ce composé
a des effets inhibiteurs de la prolifération cellulaire similaires a I’inhibition de I’expression
d’ARF6 par iterférence a ’ARN dans des cellules dérivés du mélanome de la choroide. En
somme, il est possible d’inhiber les effets d’ARF6 en bloquant directement son interaction

avec ses protéines effectrices.

1.8 Effecteurs des ARFs

Jusqu’a ce jour, les ARFs n’ont pas d’activité enzymatique directe connue sur ses
effecteurs, donc I’activité des ARFs sur leurs protéines cibles vient de leur capacité d’interagir
directement. Comme il a été présenté au paragraphe précédent, il est possible d’entraver ces
interactions protéines-protéines. Afin de mieux comprendre I’étendue des roles des ARFs,

nous allons étudier la relation que celles-ci entretiennent avec certains de ses effecteurs.

1.8.1 Les GGA

La famille des GGA contient trois isoformes (GGA1, GGA2 et GGA3) et ces protéines
ont une taille d’environ 80 kDa. Structurellement, elles sont d’abord composées d’un domaine
VHS d’environ 140 résidus qui est capable de lier des protéines a la séquence en acides
aminés DXXLL (177). Cette séquence se retrouve sur les récepteurs du mannose-6-phosphate
(MPR) permettant aux GGA de réguler le trafic de ceux-ci. Cette séquence se retrouve aussi
au milieu de la protéine GGA, juste a coté de son site de liaison de la Clathrine, donc le
domaine VHS permet le repliement de la protéine sur elle-méme, résultant en son auto-
inhibition (236). Le domaine VHS est suivi par le domaine GAT, d’une taille d’environ 150
résidus, qui est le domaine capable de lier les ARFs activées. Il a été observé par microscopie
qu’une construction contenant la fusion du domaine GAT avec la Protéine fluorescente verte
(GFP) se localise au Golgi, démontrant que ce domaine est bien celui qui lie les ARFs et que
cette interaction est importante pour la localisation Golgienne des GGA (237). Dans la

structure tridimensionnelle de I’interaction entre ARF1 et GGA3, celle-ci montre que
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I’extrémité N-terminale du domaine GAT lie ARFI-GTP au niveau de sa région interswitch,
dans la poche hydrophobique exposée par la conformation GTP (209). Apres le domaine GAT
se retrouvent environ 300 résidus consistant en une région non-structurée qui sert de lien entre
les domaines VHS/GAT et le domaine final, le GAE. Ce dernier sert enfin a recruter d’autres

composantes de la machinerie du trafic intracellulaire (177).

1.8.2 Les petites GTPases de la famille Rho

Les protéines de la famille Rho sont des petites GTPases qui sont principalement
réputées pour leur role dans le remodelage du cytosquelette d’actine. Cette famille est
composée de vingt-deux protéines en total avec trois sous-familles plus reconnues, d’abord
celle des Rac contenant Racl, Rac2 et Rac3; ensuite, le sous-groupe des Rho ayant comme
membres RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE (Rnd3), RhoG et RhoH; enfin, la sous-famille de
Cdc42 contenant Cdc42 et Cdc42b, un isoforme exprimé uniquement au cerveau (238).
Structurellement, ces GTPases sont caractérisées par la présence d’une boucle qui est une
protubérance facilitant I’interaction de celles-ci avec leurs partenaires (239). Les Rho GTPases
sont capables de lier les membranes cellulaires, mais contrairement aux ARFs qui ont une
modification lipidique en leur extrémité N-terminale, les Rho GTPases possédent une
prénylation en leur extrémité C-terminale. Lorsque cette derniére n’est pas ancrée a I’ intérieur
d’une membrane lipidique, elle est prise au piege a I’intérieur d’une protéine de la famille des
Inhibiteurs de dissociation du GDP des protéines Rho (RhoGDI) (240), qui ont pour rdle de
séquestrer les Rho GTPases a I’intérieur du cytoplasme ainsi que de bloquer leur cycle
GTPasique. Comme pour toutes les autres petites GTPases, ce cycle est normalement controlé

chez les Rho par des GEFs et des GAPs.

1.8.2.1 Racl

Racl est principalement reconnu dans son rdle d’interrupteur moléculaire qui controle
la polymérisation de I’actine. Celui-ci agit en partie en interagissant avec la Protéine substrate
du récepteur tyrosine kinase de 1’insuline p53 (IRSp53), lui permettant de former un complexe
avec les protéines de la famille WASP, homologues de la verproline (WAVE), ainsi que les
formines mDia (241). Les protéines WAVE font le lien entre I’actine et le complexe Arp 2/3,

qui sert en sorte de noyau sur lequel commencera 1’¢longation de nouvelles branches d’actine.
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Racl contribue aussi a augmenter la disponibilité des monomeres d’actine utilisés dans le
processus d’¢élongation des filaments. Cette capacité de Racl de réguler la polymérisation de
I’actine lui confére des réles dans de multiples processus biologiques, comme la formation de
lamellipodes et d’ondulations de membrane, phénoménes précurseurs de la migration
cellulaire (242). Rac joue aussi un role dans le développement du systéme nerveux central, la
ou son expression est nécessaire pour la croissance dendritique et axonale, ainsi que le guidage
axonal (243). Au niveau immunitaire, Racl est impliqué dans 1’étalement et 1’adhésion des
lymphocytes T a la matrice extracellulaire (244), permettant celles-ci de quitter le flux sanguin
dans le cadre d’une réponse immunitaire. Racl controle aussi le processus de la phagocytose,
la formation de structures comme les phagocytes nécessitant la polymérisation de filaments
d’actine (245). De plus, Racl a la capacité d’activer certains isoformes de la NADPH oxydase,
enzyme qui produit des especes réactives de I’oxygene (246). Ces derniers sont impliqués dans
le processus de la phagocytose en facilitant la dégradation des ¢€léments phagocytés.
Neéanmoins, ces produits ont des effets délétéres, notamment au niveau des vaisseaux
sanguins. Ceux-ci peuvent causer la dysfonction endothéliale, phénoméne ou I’endothélium
vasculaire ne peut remplir ses fonctions normales, comme la régulation de la coagulation, le
controle de I'inflammation et la sécrétion d’oxyde nitrique (NO) stimulant la vasodilatation
(247). Les ROS peuvent aussi stimuler I’hypertrophie du muscle lisse vasculaire, et la
combinaison de ces facteurs contribue au développement de I’athérosclérose (248). Enfin,
Racl est impliqué dans le cancer, avec sa forme alternative Raclb (un isoforme « fast-
cycling ») qui est surexprimée dans plusieurs types de cette maladie (249). La petite GTPase
va effectivement contribuer a leur migration cellulaire, qui est nécessaire a la formation de
métastases, mais elle contribue aussi a la sécrétion de métalloprotéines, permettant aux
cellules cancéreuses de dégrader la matrice extracellulaire lorsqu’elles sont en cours

d’invasion d’un tissu étranger.

1.8.3 Relations entre ARF6 et les Rho GTPases

Les premiéres évidences démontrant des interactions entre les ARFs et les Rho
GTPases étaient des relations fonctionnelles qui furent établies dans le cadre de 1’étude du
phénoméne d’ondulations de membranes. ARF6 et Racl avaient séparément été observés

comme des interrupteurs jouant un réle dans ce processus. L’expression du mutant dominant
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négatif ARF6 T27N a su bloquer les ondulations de membranes dépendantes de Racl,
montrant que les effets de cette dernieére sont régulés par ARF6 (191,250). De plus, il fit
découvert qu'une autre protéine impliquée dans la réorganisation du cytosquelette d’actine,
soit I’ Arfaptine-2 (aussi appelée Partner of Racl), est un partenaire d’interaction commun aux
deux petites GTPases. Celle-ci ne peut interagir qu’avec la forme active d’ARF6 et la forme
inactive de Racl (251). On a aussi observé des interactions entre des protéines régulatrices
d’ARF6 et Racl. Par exemple, la GAP d’ARF6, Gitl, peut former des interactions stables
avec une des GEF de Racl, B-PIX. Ce complexe est impliqué dans l’activation et la
localisation de Racl (252). Un autre complexe formé d’une GEF d’ARF6, Ila
Cytohésine2/ARNO, et d’une GEF de Racl, Dock180/ELMO, est responsable de contrdler la
migration cellulaire dans des Cellules canines de Rein Madin-Darby (cellules MDCK) (215).
En plus de cela, ARF6 peut recruter par elle-méme des protéines régulatrices de Racl. Dans
un modele de cellules provenant de tumeurs gliales, ARF6 controle I’invasion de celles-ci en
recrutant la Ras GTPase-activating-like protein IQGAPI (IQGAP1), qui est une GAP pour les
GTPases de la famille Ras, mais qui régule tout de méme Racl en le stabilisant sous sa forme
active (253). ARF6 peut aussi contribuer au recrutement de la Rac GEF Kallirine vers la
membrane cytoplasmique (254). L’ensemble de ces relations nous a poussés a vérifier si ces
petites GTPases pouvaient interagir directement. Effectivement, nous avons observé

qu’ARF6-GTP peut interagir directement avec Rac1-GDP.

1.8.4 Relations entre ARF1 et les Rho GTPases

N

De nombreuses interactions ont aussi €té reportées entre ARF1 et les Rho GTPases. A
travers son role de régulateur de trafic du Golgi a la membrane, ARF1 contrdle la population
golgienne de Cdc42. Sous sa forme GTP, ARF1 recrute par interaction directe une GAP de
Cdc42, ARHGAP10, qui va réguler I’assemblage de filaments d’actine au niveau du Golgi
(255). Cette activité d’ARF1/Cdc42 est nécessaire a la sécrétion Golgienne, car il a été
démontré que la Secramine, un inhibiteur de ce phénomene biologique, & comme cible la
GTPase Cdc42 (256). Etant donné qu’ARF1 est exprimée a la membrane plasmique des
cellules cancéreuses du sein, notre laboratoire a observé des interactions entre ARF1 et les

autres Rho GTPases.
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Tout comme ARF6, ARF1 et Racl interagissent ensemble dans les cellules de la lignée
invasive MDA-MB231, contrdlant ainsi I’interaction de Racl avec IRSp53 (194). Enfin, nous
avons aussi démontré qu’ARF1 pouvait interagir avec les Rho GTPases RhoA et RhoC pour
stimuler 1’invasion tumorale. L’inhibition d’ARF1 dans des cellules cancéreuses a comme
effet d’inhiber I’activation de Rho, ce qui bloque la capacité invasive de ces cellules en
empéchant la maturation des invadopodes et la sécrétion de métalloprotéinases, enzymes qui
dégradent la matrice extracellulaire (195). En somme, les ARFs ont comme partenaire
d’interaction les Rho GTPases, ces derniers étant des effecteurs dans la cascade signalétique
menant a la réorganisation du cytosquelette d’actine. Malgré que le mécanisme d’interaction
entre les ARFs et les Rho reste inconnu, ces protéines vont réguler de concert la migration

cellulaire.

1.9 La migration cellulaire

La migration cellulaire est un phénomeéne important qui est impliqué dans plusieurs
processus biologiques. Chez les CMLYV, elle est nécessaire au processus de réparation de la
paroi vasculaire. Cependant, une migration cellulaire incontrélée est 'un des mécanismes
sous-jacents de I’athérosclérose, ce phénoméne apparaissant chez les CMLV synthétiques. Il
est donc important d’étudier les mécanismes régulant ce processus. On sait que celui-ci
dépend en partie de la réorganisation du cytosquelette d’actine. Contrairement a ’actine de
type alpha qui est spécifique au muscle lisse, ici c’est ’actine de type béta et gamma qui sont
principalement impliqués (70). En effet, la polymérisation de filaments d’actine a I’avant de la
cellule dans le sens de la migration cause la formation de protrusions membranaires qui
adherent a la matrice extracellulaire. Il y a ensuite formation de complexes d’adhésion focaux
qui servent de points d’ancrage qui vont permettre a la cellule de s’avancer par traction (257).
A Parriére, il y a dissolution de ces mémes complexes ce qui va permettre la désadhésion de la
cellule (258). Il y a aussi contraction des filaments d’actine ce qui permet la rétraction du
derriere de la cellule. Cette actine filamenteuse (polymérique) est ensuite dégradée sous sa
forme glomérulaire (monomérique), et ces monomeres d’actine seront utilisés comme
matériaux de construction pour la création de nouveaux filaments. Dans le cadre de la
migration cellulaire, ceux-ci seront crées de facon localisée en se polymérisant a ’avant de la

cellule. En somme, la migration des cellules de types adhérentes est caractérisée par des cycles
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répétés de polymérisation de I’actine a I’avant de la cellule, suivi d’une adhésion du front de la
cellule, poursuivi de la désadhésion du derri¢re de la cellule pour finir par la contraction de
I’arriére de la cellule.

Les Rho GTPases sont reconnues comme étant les principaux régulateurs du
remodelage du cytosquelette d’actine impliquées dans les étapes de la polymérisation et de la
contraction. Une activation localisée de Racl se fera au front de migration (259) et comme il a
¢té mentionné plus tot, sa forme active favorisera la polymérisation du cytosquelette d’actine a
travers WAVE et "apparition de lamellipodes (241). Au contraire, RhoA sera spécifiquement
activée a l’arriere de la cellule et pourra, a partir de cette localisation, promouvoir la
contraction des filaments d’actine (260). Cette GTPase inhibe aussi I’activité de la Cofiline
(261), qui s’occupe de la dépolymérisation des filaments d’actine servant a la formation de
nouveaux filaments (262). Quant a elle, Cdc42 stimule aussi la polymérisation de 1’actine,
cette fois-ci en recrutant la Protéine du syndrome Wiskott-Aldrich (WASP) a la membrane
plasmique (263). Cette derniere stimule une polymérisation de I’actine de facon plus linéaire
que son homologue WAVE, ce qui va créer des protrusions appelées filopodes, qui ont pour
role de détecter les changements dans le milieu extracellulaire et de diriger la cellule. 11 a été
démontré dans des neutrophiles qu’en absence de Cdc42, les cellules avaient de la difficulté a
se diriger durant la migration cellulaire (264). Etant donné que Racl et RhoA ont des effets
contradictoires (¢élongation et polymérisation de I’actine versus sa contraction), I’activation
spatialement séparée de ces GTPases est nécessaire. Pour ce faire, I’activation de Racl peut
inhiber I’activation de RhoA (265). En conclusion, la migration cellulaire est un processus

dynamique qui requiert une signalisation qui est bien régulée spatialement.
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Figure 12. Répartition spatiale des RhoGTPases dans la migration cellulaire
Au cours de la migration cellulaire, Racl se¢ localise 4 I’'avant de la cellule ot il catalyse la
polyménisation de des filaments d’actine de facon arborisée. Cette actine cause la formation de
lamellipodes. RhoA se trouve 4 IPamiére de la cellule est stimule la contraction des filaments d’actine
ce qui raméne le demiére de la cellule vers le sens de la migration. Dans son cas, Cdc42 stimule la
polyménsation de I’actine de fagon linéaire et induit la formation de filopodes.
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1.10 Objectifs et hypotheése de travail

Les maladies cardiovasculaires comme 1’athérosclérose et la resténose sont causées par
des dysfonctions du muscle lisse vasculaire. Dans le cadre de ces pathologies, les CMLV
expriment un phénotype dédifférencié, caractérisé par une migration cellulaire augmentée
ainsi qu’une réduction de la capacité contractile. Les mécanismes moléculaires sous-jacents a
cette maladie sont nombreux, ce qui rend 1’élaboration de stratégies thérapeutiques difficile.
Néanmoins, I’activité des ARFs serait impliquée dans plusieurs de ces mécanismes, nous
allons donc étudier le role de ces GTPases dans la migration et la régulation phénotypique des
CMLV. Tout cela est dans I’objectif de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques.

Pour commencer, I’ensemble des travaux de recherche effectués jusqu’a maintenant
démontre que I’Ang II stimule la migration anormale du muscle lisse. Dans des modeles non
physiologiques, il a été observé que la chimiotaxie dépendante de I’Ang II requiert les
Barrestines. Etant donné qu’ ARF6 est impliqué dans 1’internalisation de I’ AT R et qu’il est un
régulateur connu du cytosquelette d’actine, nous proposons que I’activation d’ARF6 et le
recrutement des Parrestines permettent la migration cellulaire des CMLV. De plus, en se
basant sur les études qui démontrent que les Parrestines peuvent jouer un réle sur la régulation
spatio-temporelle des signaux MAP kinase, nous suggérons que I’internalisation du récepteur
AT;R, controlée par ARF6 et les PBarrestines, régule aussi la migration cellulaire stimulée par
I’Ang II. Ainsi, dans le chapitre II de cette thése, nous allons d’abord étudier le role des
Barrestines dans I’activation d’ARF6 par I’Ang I, et nous allons ensuite étudier le role de ces
deux protéines dans le contrdle de la migration dépendante du récepteur AT, dans les CMLV.

En second lieu, les ARFs ont été démontrés dans plusieurs contextes comme étant
régulateurs de la migration et la prolifération cellulaire. Etant donné que ces deux phénoménes
caractérisent le phénotype des CMLV, nous voulons vérifier si les ARFs sont impliqués dans
la régulation phénotypique de ce type cellulaire. Puisqu’il a ét¢ démontré que le SecinH3 est
un inhibiteur efficace des cytohésines, les GEFs responsables de I’activation des ARFs nous
allons utiliser le SecinH3 comme outil afin d’inhiber les ARFs et vérifier son effet sur
I’expression des protéines contractiles chez les CMLV. Son efficacité a ét¢ démontrée sur la
migration et la prolifération de cellules cancéreuses dépendante des ARFs, donc ce composé

pourrait potentiellement étre utilis¢é a I'intérieur d’EEM pour contrer la resténose. Nous

54



supposons que cette molécule stimulera un phénotype contractile, car une migration ou une
prolifération cellulaire réduite sont des caractéristiques des CMLV différenti¢es. Donc, dans le
chapitre III de cette thése, nous allons étudier I’effet de I’inhibition des ARFs sur I’expression

du phénotype cellulaire des CMLV
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II.1 ABSTRACT

Angiotensin II (Ang II) is a vasopressive hormone, but also a potent activator of
cellular migration. We have previously shown that it can promote the activation of the GTPase
ARF6, in a heterologous overexpressing system. The molecular mechanisms by which
receptors control the activation of this small G protein remain, however, largely unknown.
Furthermore, how ARF6 coordinate the activation of complex cellular responses needs to be
further elucidated. In this study, we demonstrate in HEK 293 cells that Ang II receptors
engage Parrestin, but not Gq, to mediate ARF6 activation. To further confirm the key role of
Barrestin proteins, we overexpressed Parrestin2 1-320, a dominant negative mutant known to
block receptor endocytosis. We show that expression of this truncated construct does not
support the activation of the GTPase, nor cell migration. Interestingly, Parrestin2 can interact
with the ARF GEF ARNO, while the C-terminal lacking mutant does not. We finally
examined whether receptor endocytosis controlled ARF6 activation and cell migration.
Although the clathrin inhibitor PitStop2 did not impact the ability of Ang II to activate ARF6,
cell migration was markedly impaired. To further show that ARF activation regulates key
signaling events leading to migration, we also examined MAPK activation. We demonstrate
that this signaling axis is relevant in smooth muscle cells of the vasculature. Altogether, our
findings show for the first time that Ang II receptor signaling to Parrestin regulates ARF6

activation. These proteins together control receptor endocytosis and ultimately cell migration.
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I1.2 INTRODUCTION

Angiotensin II (Ang II) is a peptidic hormone that acts primarily through its AT1
receptor (AT1R) to promote a broad variety of biological effects. In the vasculature, its main
target is the vascular smooth muscle cell (VSMC). In addition to promoting vasoconstriction
through increased intracellular calcium levels, Ang Il may promote enhancement of oxidative
stress (1,2), hypertrophy (3) and cell migration (4,5). Misregulation of ATIR function can be
deleterious and therefore contribute to the development of pathological conditions (6).
Because of its ability to promote activation of numerous signaling events as well as the
development of different ligands to modulate receptor activation, AT1R have been broadly
studied in heterologous recombinant cellular systems. However, their native roles in VSMC
remain understudied. Abnormal function of these cells is critically involved in disease
development. Namely, abnormal migration is associated with atherosclerosis processes (7). In
order to develop new tools effective in treating complex vascular diseases, we must elucidate
the mechanisms controlling Ang II-mediated VSMC responses such as migration.

Stimulation of the ATIR leads to the classical activation of heterotrimeric G proteins
to produce intracellular accumulation of second messengers. Upon sustained activation,
receptors become desensitized by the recruitment of Parrestin (8,9). Over the years, the role of
these proteins as signaling molecules has emerged from the studies reporting that they can
interact with numerous partners (10,11). The first example that Parrestin not only acts to
terminate receptor-mediated second messenger production, but actively contribute to control
the fate of receptors following their stimulation, came from the demonstration that these
directly bind components of the clathrin-coated vesicles (12-14). Furthermore, their ability to
interact with the different components of the Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)
pathway, leading to activation of Extracellular-signal Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) (15,16),
c-Jun N-terminal kinase 3 (JNK3) (17) or p38 MAPK (18) has further demonstrated that
Barrestin can act as scaffold proteins.

Signaling through Parrestin has been shown to be important for receptor-mediated
increase in cellular motility. For instance, Parrestin expression is required for cell migration
stimulated by Protease Activated-2 Receptor (PAR-2) (19). Furthermore, leukocyte
chemotaxis promoted by C-X-C Chemokine receptor type-4 (CXCR4) activation was found to
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be defective in Parrestin2 knockout mice (20) and knock down of Parrestin2, by siRNA,
reduced Ang Il-mediated cell migration (4). Numerous studies have reported that Parrestin
regulates small GTP-binding protein activation. Parrestinl was shown to activate RhoA in
coordination with Gq (21), through a mechanism whereby Parrestinl acts to inhibit
deactivation of the GTPase by modulating the function of its GAP (22). Our previous work
has demonstrated that stimulation of the P2-adrenergic receptor (B2AR) can lead to the
association of Parrestin isoforms and ARF6 in HEK 293 cells (23). This and further studies
have also shown that this small GTPase mediates GPCR endocytosis (24). ARF are small
GTPases of the Ras superfamily and 6 isoforms have been identified (ARF1 to 6). ARF
proteins also act to promote remodeling of membrane lipids (25,26), vesicular trafficking and
adhesion (27,28) as well as reorganization of the actin cytoskeleton (29). Like all GTPases,
ARF cycles between a GDP- and a GTP-bound form. This is regulated by Guanine nucleotide
Exchange Factors (GEF) and GTPase-Activating Proteins (GAP) (30). We have demonstrated,
in heterologous recombinant cellular systems, that Ang II stimulation leads to the activation of
ARF6 and ultimately impacts the Rac signaling pathway leading to cellular ruffling (31). In
addition, others and we showed that both ARF1 and ARF6 are key regulators of migration and
invasion of breast cancer cells (32,33) further supporting a role for ARF GTPases in mediating
receptor-dependent cellular behavior associated with pathophysiology. Using an in vitro
approach, we have demonstrated that Parrestin facilitates activation of ARF6 (23). However,
the molecular details driving ARF6 activation remains to be defined, in particular in
physiologically relevant cell models. Numerous reports demonstrate that activation of Ras-
related GTPases can be mediated by different molecular pathways. For instance, the
Thromboxane A2 B-type receptor (TPPR) requires Gq protein to activate ARF6 (34). In
contrast, both G proteins and Parrestin are necessary to drive GTP-loading of Rho (21).

Here, we have studied the nature of the proximal events in the Ang II-mediated
activation of ARF6 and defined key molecular pathways regulating cell migration. We have
validated our findings in both HEK 293 cells and, VSMC. Using biochemical inhibitors, a
biased ligand, RNA interference and a Parrestin mutant, we demonstrate for the first time that
activation of this ARF isoform is mediated by Parrestin and is independent of G protein
activation. We further show that the Parrestin C-terminal tail is responsible for scaffolding the

ARF GEF ARNO, therefore defining the molecular mechanism responsible for Parrestin-
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mediated ARF6 activation. Finally, we report that receptor endocytosis contributes to Ang II-
stimulated cell migration. Altogether, we provide a molecular mechanism by which the AT1R
can promote migration of VSMC, a process that contributes namely to atherosclerosis and
cardiovascular diseases. We show that by controlling both receptor internalization and actin

remodeling, ARF6 regulates cellular migration in these cells.

I1.3 EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents and antibodies- UBO-QIC (L-threonine, (3R)-N-acetyl-3-hydroxy-L-leucyl-(aR)-a-
hydroxybenzenepropanoyl 2,3- idehydro- N-methylalanyl-L-alanyl-N-methyl-L-alanyl-(3R)-
3-[[(2S,3R)-3-hydroxy-4methyl-1-ox0-2-[(1-oxopropyl)amino |pentyl] oxy]-L-leucyl-
N,Odimethyl-(7—1) lactone (9CI)) (35) also known as FR900359 (36) was procured from the
Institute of Pharmaceutical Biology of Bonn (Germany). The polyclonal 3978 antibody is
directed against a C-terminal epitope of Parrestinl and 2 (37). Anti-HA antibodies (3F10 &
12CAS) were purchased from Roche (Cambridge, MA, USA). Anti-pan-actin and anti-
phospho-ERK1/2 were from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). Protein G
PLUS agarose beads, anti-ARF6 (3A-1), anti-Barrestin2 (H-9) and anti-Gq/11 (C-19) were
purchased from Santa Cruz Biotech Inc. (Santa Cruz, CA, USA). PitStop2 was purchased
from Abcam Biochemicals (Cambridge, MA, USA). Lipofectamine 2000 was purchased from
Invitrogen (Burlington, ON, Canada). Coelenterazine h was purchased from Nanolight®
Technology (Pinetop, AZ, USA). Poly-ornithine and all other products were from Sigma
Aldrich Company (Oakville, ON, Canada).

DNA plasmids and siRNA- GST-GGA3, GST-ARNO and HA-ARNO were gifts from Dr. J-L
Parent (Université de Sherbrooke, QC, Canada). Double-stranded small interfering RNA
(siRNA) targeting rat ARF6 (5’-AAUCCUCAUCUUCGCCAACAA-3’), human Parrestinl
(5’-AAAGCCUUCUGCGCGGAGAAU-3’) and Barrestin2 (5°-
AAGGACCGCAAAGUGUUU GUG-3’) were previously described (24,38). On-TARGET
non-targeting siRNA was used as a control. All siRNAs were synthesized by GE Healthcare
Dharmacon (Lafayette, CO, USA). Full-length and 1-320 parrestin 2 constructs were
previously characterized (39) and are a generous gift from Dr. J.L. Benovic (Thomas Jefferson

University, Philadelphia, PA, USA).

60



Cell culture and transfection- HEK 293 cells stably expressing the HA-tagged ATIR were
characterized previously (40), and were cultured in Eagle’s minimal essential medium. Aortic
VSMC, isolated from Wistar rats by explant, were provided by Dr. Marc Servant (Université
de Montréal, Montreal, Canada) at passage 7 to 10. These cells were characterized and shown
to be responsive to Ang II and to express ATIR until passage 16 (41-44). Moreover,
experiments were performed and repeated in cells from passages 7 to 16 to assure
reproducibility of the results in all assays. Cells were also monitored for their cuboidal
morphology and sensitivity to Ang II throughout the different passages. VSMC were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium. For both HEK 293 and VSMC, culture
media was supplemented with 10% fetal bovine serum (Wisent, St-Bruno, QC, Canada). All
cells were maintained at 37°C in 5% CO2 and used for no more than 6 other passages. All
cells were transfected with siRNA using Lipofectamine 2000 according to the manufacturer’s
instructions. DNA constructs were transfected using a calcium phosphate mix (HBS 2X: 50
mM HEPES pH 7.1, 280 mM NacCl, 1.5 mM Na2HPO4, mixed with 2.5 M CaCl2).

ARF6 activation assay- Cells were stimulated with Ang II (100 nM- 1uM) at 37°C for the
indicated times. They were then lysed in 200 pl of lysis buffer E (pH 7.4, 50 mM Tris HCI,
1% NP-40, 137 mM NaCl, 10% glycerol, 5 mM MgCl2, 20 mM NaF, 1 mM NaPPi, | mM
Na3VO4, and protease inhibitors). Samples were spun for 10 min at 10,000g, 4°C. GST-
GGA3 fusion protein coupled to Glutathione-Sepharose 4B beads was added to each tube, and
samples were rotated at 4°C for 1h. Proteins were eluted into 20 ul of SDS sample buffer
containing 5% B-mercaptoethanol by heating to 65°C for 15 min, resolved on 14% SDS-
PAGE, and detected by immunoblot using a specific anti-ARF6 antibody.

BRET measurements- Cells were transfected with ATIR-YFP (3 pg) along with Barr2-Rlucll
(100 ng). The day following transfection, cells were detached and replated onto poly-ornithine
coated white 96- well plate at a density of ~25,000 cells per well. The next day, cells were
washed once with pre-warmed Tyrode’s buffer (140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM CaCl2, 12
mM NaHCO3, 5.6 mM D-glucose, 0.5 mM MgCl2, 0.37 mM NaH2PO4, 25 mM HEPES, pH
7.4), and then incubated in the absence (DMSO) or presence of PitStop2 (10 uM) for 30 min at
37°C. Then, cells were stimulated with either Ang II (final 1 uM) or Tyrode (control) and
BRET values were measured every minute. The cell-permeable substrate, coelenterazine h,

was added at a final concentration of 5 puM in Tyrode’s buffer 3 min before Ang II
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stimulation. Measurements were performed by using Victor™ X Light Luminescence plate
reader (Perkin Elmer) with a filter set of 460 + 40 nm and 535 + 25 nm for detecting the
Rlucll renilla luciferase (donor) and YFP (acceptor) light emissions, respectively. The BRET
signal was determined by calculating the ratio of the light intensity emitted by the YFP over
the light intensity emitted by the Rlucll. All BRET measurements were performed in triplicate
at 37 °C.

Boyden chamber assay- Transfected cells were serum-starved and seeded into Boyden
chambers (24-well inserts with 8-um pore collagen-coated membranes). One hour after
plating, cells were stimulated with Ang II (100 nM) or left untreated. After 4h, cells were
fixed using paraformaldehyde (4%) for 20 min and incubated with crystal violet (0.1% in 20%
MeOH: overnight). Membranes were washed three times in dH2O, and cells were removed
from the upper chamber, leaving those that migrated through the membrane to the lower
chamber. Pictures of four different fields were taken, and cell migration was quantified using
ImageJ. The average number of migrating cells was determined for each condition.

Wound healing assay- VSMC were grown in 35 mm plates until they reached 100%
confluence, and were serum starved overnight. Small linear scratches were performed using a
10 ul pipette tip. Cells were then rinsed several times with serum-free media to remove
dislodged cells and were allowed to continue growing at 37°C in media alone or with the
addition of the agonist to the media, in a humidified incubator with 5% CO2. Cells were then
fixed with paraformaldehyde (4%, 15 min) at designated time points (0O and 24h), and pictures
of 5 different fields were taken. A representative picture is presented for each condition.
Immunoprecipitation experiments- Trans- fected HEK 293 cells were lysed in 200 ul TGH
buffer (50 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7.3, 5 mM EDTA, 10% Glycerol, 1% Triton,
supplemented with protease inhibitors and 1 mM Na3VO4). Samples were spun for 10 min at
10,000 g and 4°C. Equal amounts of protein were immunoprecipitated using the 3F10 HA
antibody (2h at 4°C), and protein G-PLUS agarose beads were subsequently added for 2h. The
bead-bound complexes were pelleted, washed several times with TGH lysis buffer and
proteins eluted with SDS sample buffer containing 5% B-mercaptoethanol by heating to 65°C
for 5 min.

GST-Pulldown assay- Transfected HEK 293 cells were lysed in 200 pl of lysis buffer E (pH
7.4, 50 mM Tris HCL, 1% NP-40, 137 mM NaCl, 10% glycerol, 5 mM MgCI2, 20 mM NaF, 1
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mM NaPPi, 1 mM Na3VO4, and protease inhibitors). Samples were spun for 10 min at 10,000
g and 4°C. GST-ARNO fusion protein coupled to Glutathione-Sepharose 4B beads was added
to each tube, and samples were rotated at 4°C for 1h. Proteins were eluted into 20 pl of SDS
sample buffer containing 5% B-mercaptoethanol by heating to 65°C for 15 min and resolved
on 14% SDS-PAGE.

Western Blotting- Cells were harvested and total soluble proteins were run on polyacrylamide
gels and transferred onto nitrocellulose membranes. The membranes were blotted for relevant
proteins using specific primary antibodies (as described for each experiment). Secondary
antibodies were FITC or HRP-conjugated and fluorescence was detected using a Typhoon
9410 scanner (GE Healthcare, life Sciences) or with ECL detection reagent. Quantification of
the digital images obtained was performed using ImageJ.

Statistical analysis- Statistical analyses were performed using a one-way analysis of variance
followed by Bonferroni’s or Dunnett’s multiple comparison tests (ver. 4.0a; San Diego, CA,

USA).

I1.4 RESULTS

Parrestin controls AT1R-mediated activation of ARF6 in HEK 293 cells-

We first aimed at defining the molecular mechanism by which AT1R promoted
activation of ARF6. To first investigate the role of endogenous Gq, we used a novel chemical
inhibitor, UBO-QIC (35,45,46). This compound directly binds the G protein to inhibit GDP
release (47). As illustrated in Figure 1, Ang II stimulation enhanced ARF6 activation in HEK
293 cells stably overexpressing the AT1R. Pretreatment of the cells with UBO-QIC had no
effects on the ability of Ang II to promote activation of this GTPase (Fig. 1). However, UBO-
QIC was effective in inhibiting ERK1/2 phosphorylation, a process that appears to be mainly
mediated by Gq in our HEK 293 cells.

We next examined the role of Parrestin in Ang II-mediated ARF6 activation. Because
there are no biochemical inhibitors yet effective in blocking Parrestin proteins, we used RNAi
to knock down endogenous expression of the two Parrestin isoforms. As illustrated in Figure
2A, transfection of the Parrestin siRNA (48h), into HEK 293 cells stably expressing the HA-
ATI1R (40), reduced by 66% expression of Parrestinl and 2 compared to the control condition.
Ang II stimulation of control cells (transfected with a scrambled siRNA) promoted a 2.3-fold
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increase in ARF6 activation. In contrast, in conditions where expression of the two Parrestin
isoforms was reduced, Ang II stimulation was ineffective in promoting GTP-loading of this
ARF protein (Fig. 2A). To complement these data, we overexpressed a truncated Parrestin2
lacking the C-terminal tail (Barr2 1-320) and examined Ang II-mediated ARF6 activation.
This truncated Parrestin mutant is known to have a dominant-negative effect on receptor
endocytosis (39) because of the deletion of both the clathrin and the f-adaptin (AP-2) binding
sites (12,14). While transfection of full-length Parrestin2 had no effect on ARF6 activation,
overexpression of the Parrestin2 1-320 construct impaired the ability of this ligand to promote
ARF6 activation (Fig. 2B). These data demonstrate that impaired Parrestin function greatly
impacts the ability of the AT1R to activate ARF6. Altogether, these results suggest that Ang
[I-mediated activation of this ARF isoform is a process requiring receptor signaling to

Barrestin, but not activation of Gq.

Full length, but not truncated Parrestin2 interacts with the ARF GEF ARNO to facilitate ARF6
activation in HEK 293 cells-

Because of their ability to act as scaffolds, PBarrestin can interact with many different
proteins. First, we demonstrate that Ang II stimulation promoted the association of Parrestin
and ARF6 in a time-dependent fashion with an early peak after 3 min of agonist stimulation
and a later peak at 15 min (Fig. 3A). To further understand how arrestin can regulate GTP-
loading of ARF6, we examined whether the C-terminal truncated mutant could still interact, or
be found in complex, with either ARF6 or ARNO. In a co-immunoprecipitation experiment,
we observed that ARF6 could interact with Parrestin2 1-320, when HEK 293 cells were in
complete medium (Fig. 3B). In contrast, the truncated Parrestin2 mutant form was unable to
associate with the ARF GEF (Fig. 3C). To confirm our findings, we used an alternative
approach and attempted to pull down overexpressed Parrestin from cell lysates using purified
GST-ARNO. As illustrated in Figure 3D and E, truncated Parrestin2 showed much lower
association with ARF GEF, as GST-ARNO precipitated only 2% of the Parrestin2 1-320
whereas 31% of wild type Parrestin2 was pulled-down by the same fusion protein. In sum,
these data suggest that Parrestin acts as a scaffold to facilitate activation of ARF6, by
interacting with its GEF.
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Because Parrestin is a key regulator of clathrin-mediated endocytosis of receptors and
that, as mentioned previously, its C-terminal truncated form cannot support this process, we
next examined whether blocking internalization could impair the ability of Ang II to stimulate
ARF6. For these experiments we used PitStop2, a potent inhibitor of clathrin-mediated
endocytosis (48). As observed in Figure 4A, pretreatment of the cells with PitStop2 did not
significantly affect Ang II-dependent ARF6 activation nor did it affect the ability of Barrestin2
to interact with ARF6 in cells (Fig. 4B). Furthermore, inhibition of endocytosis using PitStop2
did not affect the ability of Parrestin2 to be recruited by receptors following Ang II stimulation
in a BRET-based assay (Fig. 4C). This observation was confirmed when we examined the
distribution of Parrestin2 by imaging. As illustrated in Figure 4D, Parrestin2-GFP was mainly
distributed in the cytosol of both control and PitStop2-treated cells. Ang II stimulation led to
the translocation of Parrestin2-GFP at the plasma membrane and subsequent trafficking into
endosomes (90 and 240 seconds, respectively) in control cells (top right panel, arrows in the
inset). Although PitStop2 treatment did not prevent the ability of Parrestin2-GFP to relocalize
to the membrane upon Ang II stimulation, it blocked internalization of the receptor/Parrestin2
complex. Indeed, Barrestin2-GFP remained mostly in clusters trapped at the plasma membrane
(Fig. 4D, lower right panel, inset). Altogether, these results demonstrate that receptor

internalization is not a key event regulating GTP-loading of the ARF.

HEK 293 cell migration is regulated by farrestin, ARF6 and receptor endocytosis-

One of the most important and best-studied Ang II-dependent cellular response is
migration. Here, we therefore examined the role of ARF6 using the dominant negative mutant,
ARF6 T27N. We used this approach instead of completely knocking down expression of the
GTPase since we have shown previously that limiting ARF6 expression results in high Racl
activation and spontaneous membrane ruftling, a process unrelated with GTP-loading of this
ARF protein in HEK 293 cells (31). As illustrated in Figure 5A, expression of the dominant
negative ARF6 mutant did not affect basal cell migration, but completely blocked the ability
of Ang II to promote this response. To confirm that the key proteins we have identified in the
activation process of this GTPase also regulate ARF6-mediated effects, we examined whether
Barrestin could modulate this response. As shown in Figure 5B, knock down of Parrestin

effectively reduced migration of ATI1R-expressing HEK 293 cells following a 4h Ang II
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treatment when using the Boyden chamber assay. In contrast, overexpression of wild type
Barrestin2 had no effect on Ang II stimulated cell migration suggesting that Parrestin
expression is not limiting in these cells. Interestingly, expression of the Parrestin2 mutant
defective in ARF6 activation and unable to support receptor endocytosis, inhibited Ang II-
stimulated cell migration by 47% compared to the control condition and 53% compared to the
Barrestin2 overexpressing condition (Fig. 5C). Because this Parrestin, as well as dominant
negative ARF6, are both unable to effectively support receptor internalization, we examined
whether treatment with PitStop2 could also modulate Ang II-mediated cell migration. We
observe that treatment of ATIR-expressing HEK 293 cells with this clathrin inhibitor
effectively blocked Ang II stimulated cell migration (Fig. 5D). To confirm this finding, we
used hyperosmotic sucrose treatment as an alternative approach to block clathrin-mediated
endocytosis. As illustrated in Figure 6A, this treatment also prevented Ang II-dependent cell
migration, while having no impact on ARF6 activation (Fig. 6B) as well as on the interaction
between Parrestin2 and the small GTPase (Fig. 6C). In sum, these observations confirm the
role of Parrestin in Ang II stimulated cell migration, but also highlight the importance of
receptor endocytosis in this important physiological response.

Because endocytosis partially controls Ang II signaling to mitogenic pathways, we
further investigated whether the key signaling events we have identified also controls ERK1/2
activation. As illustrated in Figure 7A, expression of the ARF6 dominant negative mutant,
ARF6T27N, reduced ERK1/2 phosphorylation by 32%. Treatment of the cells with PitStop2
had similar effects (24%) (Fig. 7B). However, inhibition of Gq using UBO-QIC reduced by
71% ERK phosphorylation (Fig. 7C). These findings suggest that in our HEK 293 cells,
activation of the MAPK pathway is mainly regulated by Gq. ARF6 and endocytosis do
however also play a role. Lastly, we examined whether ERK activation was important for cell
migration. As illustrated in Figure 7D, treatment of cells with the MEK inhibitor PD98059 did
not significantly block Ang II-stimulated ERK1/2 activation, underscoring the lack of role of

this cellular event in cell migration.

Ang Il stimulation promotes ARF6 activation, an event required for VSMC migration-
Because few studies have explored the role of ARF6 proteins in primary cells

expressing endogenous levels of receptors and effectors, we aimed at defining whether
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stimulation of the AT1R, in VSMC, led to the activation of this ARF isoform and involved the
molecular mechanisms identified in HEK 293 cells. VSMC were isolated form rat aorta as
described in the Method section. We and others have shown that these cells retained the
expression of AT1R and that Ang II stimulation resulted in the activation of numerous cellular
events, which could be blocked by selective AT1R antagonists (42-44,49). As illustrated in
Figure 8A, Ang II treatment resulted in a rapid and transient increase of ARF6-GTP levels,
which were maximal after 5 min of stimulation and returned to basal levels 15 min post-
treatment. Because selective engagement of the Parrestin-dependent signaling events can be
achieved by using biased ligands, we stimulated cells with SII, known to promote Parrestin
recruitment to the receptor, but not receptor coupling to heterotrimeric G proteins (50,51). As
illustrated in Figure 8B, stimulation of VSMC with SII promoted a rapid and transient
activation of ARF6, similar to what we observed when cells were stimulated with Ang II with
peak of ARF6-GTP detected after 5 min of stimulation, and a return to basal levels after 10
min.

We next examined the ability of Ang II and SII to promote migration of VSMC in a
wound-healing assay, an approach regularly used to assess cell motility. After 24h of
treatment, wound healing was found to be on average 29% in control conditions demonstrating
the intrinsic capacity of those cells to migrate and close the wounded area (Fig. 9A). Ang Il
stimulation enhanced motility and healing of the wound by 55%. Interestingly, SII was as
potent and resulted in an average 60% closure of the wound suggesting that ATIR
engagement of Parrestin is sufficient to promote VSMC migration. To demonstrate, that in this
cell line, Gq activation is not a key event regulating this cellular response, we examined the
consequence of inhibiting this G protein. UBO-QIC treatment did not modulate the ability of
Ang II to promote cell migration (Fig. 9B).

To confirm the importance of ARF6 in the migratory response of these cells, we next
knocked down expression of this ARF isoform. First, stimulation of VSMC for 4h with Ang I1
enhanced the migratory capacities of these cells by 2.3-fold (Fig. 9C). Our previous findings
have shown that this process is dependent upon the presence of Parrestin proteins since their
depletion effectively blocks migration in this cell type (43). In these conditions, our ARF6
siRNA was effective in reducing ARF6 expression by 93%. As illustrated in Figure 9C,
depletion of this ARF isoform markedly abolished Ang II-promoted migration of cells. In
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sum, these data demonstrate that engagement of ARF6 is a key event in the signaling cascade
leading to VSMC migration following Ang II treatment.

Altogether, these findings suggest that Ang II-mediated migration of VSMC depends on the
ability of the endogenously expressed ATIR to engage Parrestin without the need to activate

GGq, and that this process also requires ARF6.

Receptor endocytosis contributes to Ang II-mediated cell migration-

Because we have observed that receptor endocytosis is a key event in migration of
HEK 293 cells, and because growing evidence suggest that receptor endocytosis can drive cell
motility (52), we next examined the consequence of blocking clathrin-coated pit formation
with PitStop2 in VSMC. As illustrated in Figure 10A, treatment of these cells with the
biochemical inhibitor significantly inhibited their ability to migrate upon Ang II stimulation.
Contrary to HEK 293 cells, pretreatment of VSMC with the MEK inhibitor PD98059 blocked
Ang II-dependent migration (Fig. 10B), confirming the importance of the ERK pathway in this
event. We also observed that PitStop2 was effective at reducing ATIR-mediated ERK
activation following either Ang II or SII stimulation of cells (Fig. 10C and D). Consistent with
the role of ARF6 in regulating ATIR internalization and the need of receptor endocytosis for
MAPK in VSMC, we also confirmed that this small GTPase regulated Parrestin-dependent
ERK1/2 activation. In VSMC, ERK1/2 phosphorylation peaked at 5 min following Ang II
stimulation, and ARF6 knock down markedly reduced this signaling event (Fig. 11A). The
Barrestin biased ligand SII, although less potent, was also able to promote ERK1/2 activation
(Fig. 11B), a process also dependent upon ARF6 GTPase.

In summary, these findings reveal that receptor signaling via parrestin regulate
activation of the small GTPase ARF6 to control key cellular responses and to ultimately
promote cellular migration. For the first time, we show that the coordinated regulation of
receptor endocytosis and MAPK activation by both Parrestin and ARF6 are key events
regulating migration of VSMC.

I1.5 DISCUSSION

In this study, we have initially used HEK 293 cells to delineate the molecular
mechanisms by which ATIR leads to the activation of ARF6 and ultimately, cell migration.
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Using VSMC, we have confirmed that AT1R engages Parrestin to activate ARF6 and through
the regulation of endocytosis, these events contribute to control cell migration.

The ATIR has been used as a model receptor to show that GPCR can engage cellular
responses through coupling either to G proteins or Parrestin. Activation of the GTPase Rho by
the AT1R was shown to require Gq and Barrestin (21). Alternatively, TPBR was reported to
activate ARF6 via coupling to Gq (34). Although we show that in HEK 293 cells, we can
effectively block Gq activation by using a novel biochemical inhibitor, UBO-QIC, this G
protein does not mediate activation of ARF6. In contrast, inhibition of Parrestin expression or
function greatly impacts the ability of Ang II to promote ARF6 activation. The ability of
GPCR to activate a key molecular switch such as ARF6 resides in the intrinsic properties of
those receptors to engage, with different efficacy, their effectors. Although it remains to be
fully documented, the TPBR and the AT1R may have distinct propensity to activate Gq vs.
Barrestin in HEK 293 cells, and therefore utilize differently these effectors to activate common
downstream signaling proteins.

The use of a truncated form of Parrestin (PBarrestin 1-320) construct that lacked the C-
terminal domain allowed us to demonstrate that this adaptor protein serves to scaffold the ARF
GEF ARNO, a process necessary for activation of ARF6. This mutant PBarrestin construct does
not have a nuclear export signal (NES) domain, but can still be recruited to receptors (39,53).
It has been reported that when in complex with the receptor, Parrestin undergoes a
conformational rearrangement. The C-terminal tail of Parrestin is displaced and thus free to
interact with other proteins (54). This model was supported by elucidation of the structure of
the C-terminus lacking, p44 Parrestinl splice variant (55) as well as by elucidation of the
structure of Parrestinl with the C-terminal tail of the Vasopressin receptor (56). Together,
these evidences suggest that a Barrestin mutant lacking its C-terminus would be able to bind an
activated receptor, but would have reduced affinity for some of its effectors/interacting
partners, like ARNO. This ARF GEF belongs to the Cytohesin family, whose autoinhibition
can be relieved by interacting with other proteins (57). Binding of Parrestin to ARNO could
serve to bring the GEF to a more activated state. Interestingly, Cytohesins can also bind
activated ARF6 to reach a more active state, suggesting that GTP loading on ARF6 molecules
could be stimulated by a positive feedback loop (58). Moreover, it has been shown that EFA6,
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another ARF6 GEF, interacts with Parrestin through its C-terminal end (59). It was proposed
that both GEF successively mediate ARF6 activation during endocytic events (60).

In addition, the Parrestin 1-320 construct lacks the AP-2 and the clathrin-binding sites
(14), enabling it to support receptor endocytosis. Our findings using this tool led us to examine
the role of clathrin-mediated internalization in ARF6 activation and cell migration. Using
inhibitors such as PitStop2 and sucrose, we observed that this cellular response is not
important for activation of ARF6, but that receptor trafficking do contribute to more complex
cellular responses such as migration. Previous studies have revealed the importance of
clathrin-mediated internalization in both agonist dependent (52) or independent (61) cell
migration. When we inhibited clathrin-mediated endocytosis, we observed that Ang II-
dependent cell migration was blocked. Considering that this observation has also been
reported for the Platelet-Derived Growth Factor Receptor (52), it suggests that this event may
not be limited to receptors of the G protein-coupled family.

Because sequestration of receptors from the cell surface has been shown to contribute
to the continuation of signaling inside cells such as MAPK activation (15,17), we also
considered whether the engagement of such signaling pathway contributed to the regulation of
Ang IlI-dependent cell migration. In our HEK 293 cells, inhibiting MAPK activation did not
affect cell migration. Similar observations have also been reported before (4). In contrast,
activation of AT1R, by a Parrestin biased ligand, which promotes receptor internalization and
MAPK activation, resulted in VSMC migration (43). Moreover, inhibition of either MAPK
activation or receptor endocytosis greatly impeded Ang II-dependent VSMC migration;
potentially linking these two events for cell migration regulation. Our findings also suggest
that endocytosis and Parrestin contribute to AT1R-mediated cells migration in HEK 293 cell.
However, it is still unclear how internalization and whether other signaling events dependent
on Parrestin contribute to regulating migration in these cells. Our findings underscore the
importance of studying such complex cellular responses in different cell types. In particular, a
more physiologically relevant system like VSMC. Although the phenotype of primary cells,
such as VSMC, may change once in culture, they have remained the best available model to
study endogenously expressed receptors responsiveness. Over the years, others and we have
reported that the response to Ang II, specifically, remains constant until passage 16 (42-44,62-

64). Interestingly, a detailed analysis in multiple cell lines could reveal that signaling
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pathways engaged by receptors to promote a specific cellular response may greatly vary
between cell type, but also for the same cell type depending on its origin as shown previously
for MAPK in HEK 293 cells (65). Our results also suggest that depending on the molecular
mechanisms by which a signaling intermediate such as MAPK are activated, its role in the cell
migration response may vary.

Altogether, our study has contributed to elucidate the molecular mechanisms by which
the AT1R activate ARF6 and ultimately, cell migration (Fig. 12). It is the ability of this
receptor to engage Parrestin-dependent signaling events that serve to control activation of this
small GTP-binding protein by ARNO and possibly other ARF GEF. GTP-bound ARF6, in
turn, activates its numerous effectors. It was shown that this ARF remained present at the
plasma membrane (66) although it can be found in a specific subset of endosomes (67). Upon
Ang II treatment, ARF6 controls the recruitment of clathrin and AP-2 to the receptor/Barrestin
complex to promote internalization, in addition to the remodeling of the actin cytoskeleton
(29,68). With better knowledge of the mechanisms regulating activation of ARF6, we can
better understand how receptors control physiological responses such as cell migration.
Proteins such as ARF could thus serve as molecular targets for the design of new therapeutics

to treat diseases of the cardiovascular system where such responses are deregulated.
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I1.6 FIGURE LEGENDS

Figure 1: Ang II-dependent ARF6 activation is unaffected by Gq inhibitor UBO-QIC.
HA-ATIR expressing HEK 293 cells were pretreated with DMSO (0.1%) or Gq inhibitor
UBO-QIC (100 nM) for 30 min. They were stimulated afterwards with Ang II (1 pM) for 2
min. Cells were lysed and ARF6 activity was assessed in a GTPase activation assay using
GST-GGA3. ARF6 levels were assessed by Western blotting using specific antibodies against
ARF6. Quantifications are the mean + S.E.M. of three independent experiments. *P < 0.05

are values compared to the basal ARF6 activation level of control cells.

Figure 2: Barrestin depletion and truncated mutant expression inhibits Ang II-dependent
ARF6 activation. (A) HA-ATI1R expressing HEK 293 cells were transfected with control or a
mixture of Parrestinl and 2 siRNA for 48h. They were then stimulated with Ang II (1 uM) for
2 min. Cells were lysed and ARF6 activity was assessed using GST-GGA3. (B) HA-AT1R
expressing HEK 293 were transfected with an empty vector, full length Parrestin2 or a
truncated Parrestin2 (1-320) mutant for 24h. They were stimulated afterwards with Ang II (1
uM) for 2 min. Cells were lysed and ARF6 activity assessed. Quantifications are the mean +

S.E.M. of three independent experiments. *P < 0.05.

Figure 3: Interaction of Barrestins with ARF6 and ARNO. (A) HA-ATIR expressing HEK
293 cells were stimulated for the indicated times with Ang II (1 uM). Cells were lysed and
endogenous ARF6 was immunoprecipitated using an anti-ARF6 antibody. Interacting
Barrestin2 levels were assessed by Western blotting using specific antibodies against
Barrestin2. Quantifications are the mean + S.E.M. of four independent experiments. (B-C)
HEK 293 cells were transfected with HA-ARF6 (B), or HA-ARNO (C) and either full length,
or truncated Parrestin2 (1-320) for 24h. Cells were lysed and HA-ARF6 (B) or HA-ARNO (C)
was immunoprecipitated using an anti-HA antibody. Interacting Parrestin2 levels were
assessed by Western blotting. Blots shown are representative of three experiments. (D) HEK
293 cells were transfected with an empty vector, full length, or truncated Parrestin2 (1-320) for
24h. Cells were lysed and Parrestin2 was precipitated using GST-ARNO. Interacting

Barrestin2 levels were assessed by Western blotting using specific antibodies against
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Barrestin2. Blots shown are representative of three experiments. (E) Quantifications of results
obtained in D. Percentages were determined by establishing the ratio between the intensity of
the bands of pulled-down wild-type or mutant Parrestin2 and the intensity of their
corresponding input bands. Quantifications are the mean £ S.E.M. of four independent

experiments. ***P <0.001, **P<0.01, *P <0.05.

Figure 4: Effect of PitStop2 on ARF6 activation and Barrestin recruitment to the AT1R.
(A) HA-ATIR expressing HEK 293 cells were pretreated with DMSO (0.1%) or PitStop2 (10
uM) for 30 min. They were stimulated afterwards with Ang II (1 puM) for 2 min. Cells were
lysed and ARF6 activity was assessed by Western blotting. Quantifications are the mean +
S.E.M. of three independent experiments. (B) HEK 293 cells were transfected with HA-ARF6
and full length PBarrestin2 for 24h. Cells were pretreated with DMSO or PitStop2 (10 uM) for
30 min then were lysed and HA-ARF6 was immunoprecipitated using an anti-HA antibody.
Interacting Parrestin2 levels were assessed by Western blotting. Blots shown are representative
of three experiments. (C) Time course of the Parrestin recruitment to ATIR. HEK293 cells
expressing ATIR-YFP and Parrestin2-RLucll were incubated in the absence (DMSO) or
presence of 10 uM PitStop2 for 30 min before addition of Ang II (final concentration of 1 uM)
and BRET measurements. Data are expressed as ABRET by subtracting the basal BRET ratios
observed in the control (no Ang II) group. Data represent means = S.E.M. of four independent
experiments. (D) Confocal microscopy of the Parrestin2 trafficking upon ATI1R activation.
Cells transiently expressing AT1R and Parrestin2-YFP were incubated in the absence (DMSO,
top panels), or presence of 10 uM PitStop2 (bottom panels) for 30 min before Ang II (final
concentration of 200 nM) stimulation for up to 4 min. Dashed boxes represent blown-up
section of cells shown in insets. Arrows depict endosomes containing Parrestin 2 inside the

cells. Scale bars, 10 uM. *P < 0.05.

Figure 5: Dominant-negative ARF expression, Parrestin depletion and truncated mutant
expression inhibits Ang II-dependent cell migration. (A-C) HA-ATIR expressing HEK 293
cells were transfected with ARF6 T27N for 24h (A), with control or a mixture of Parrestinl
and 2 siRNA for 48h (B), or with an empty vector, full length Parrestin2 or a truncated mutant
(Barrestin2 1-320) for 24 hours (C). Cells were trypsinized and reseeded into Boyden
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chambers where they were left for 1h. One set of cells was stimulated with Ang II (100 nM)
and the other was left untreated. Migration to the lower chamber was evaluated after 4h for all
conditions. (D) HA-ATIR expressing HEK 293 cells were trypsinized and reseeded in Boyden
chambers where they were pretreated with DMSO or PitStop2 (10 uM) for 30 min. One set of
cells was stimulated with Ang II (100 nM) and the other was left untreated. Migration to the
lower chamber was evaluated after 4h for all conditions. For all experiments, quantifications
are the mean + S.E.M. of three independent experiments. ***P < 0.001, ** P < 0.01, *P <
0.05.

Figure 6: Effect of Sucrose on cell migration and ARF6 activation. (A) HA-ATIR
expressing HEK 293 cells were trypsinized and reseeded in Boyden chambers where they
were pretreated or not with Sucrose (0.45 M) for 30 min. One set of cells was stimulated with
Ang II (100 nM) and the other was left untreated. Migration to the lower chamber was
evaluated after 4h for all conditions. Quantifications are the mean + S.E.M. of three
independent experiments. (B) HA-ATIR expressing HEK 293 cells were pretreated or not
with Sucrose (0.45 M) for 30 min. They were stimulated afterwards with Ang II (1 uM) for 2
min. Cells were lysed and ARF6 activity was assessed by Western blotting. Quantifications
are the mean = S.E.M. of three independent experiments. (C) HEK 293 cells were transfected
with HA-ARF6 and full length Barrestin2 for 24h. Cells were pretreated or not with Sucrose
(0.45 M) for 30 min then were lysed and HA-ARF6 was immunoprecipitated using an anti-HA
antibody. Interacting Parrestin2 levels were assessed by Western blotting. Blots shown are

representative of three experiments. ***P < 0.001, ** P <0.01, *P <0.05.

Figure 7: Effect of ARF6 inhibition, PitStop2 treatment and UBO-QIC treatment on
ATIR dependent ERK activation. HA-ATIR expressing HEK 293 cells were either
transfected with ARF6 T27N for 24h (A), or pretreated with DMSO or PitStop2 (B) or UBO-
QIC (C). They were stimulated afterwards with Ang II (1 pM) for the indicated times. Cells
were lysed and ERK1/2 activity was assessed by Western blotting. (D) HA-ATIR expressing
HEK 293 cells were trypsinized and reseeded in Boyden chambers where they were pretreated
with DMSO (ctl) or PD98059 (50 uM), for 30 min. One set of cells was stimulated with Ang

IT (100 nM) and the other was left untreated. Migration to the lower chamber was evaluated
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after 4h for all conditions. Quantifications are the mean + S.E.M. of three independent

experiments. ***P < (0.001, ** P <0.01, *P < 0.05.

Figure 8: Ang II and SII stimulation of VSMC lead to ARF6 activation. VSMC were
stimulated with (A) Ang II (100 nM) or (B) SII (10 uM) for the indicated durations. Cells
were lysed; ARF6 activity was assessed by Western blotting. Quantifications are the mean +
S.E.M. of four independent experiments. ***P< 0.001, **P < 0.01 are values compared to the

basal activation level.

Figure 9: Ang II and SII induce VSMC migration, an event which requires ARF6
expression. (A) VSMC were grown to confluence and scratches were performed. These cells
were stimulated with either Ang I (100 nM), SII (10 uM) or were left untreated. Cells were
fixed after 24h and six to eight pictures were taken for each condition. The images shown here
are representative of four experiments and quantifications are the mean = S.E.M. of all four
independent experiments. (B) VSMC were trypsinized and reseeded in Boyden chambers
where they were pretreated with DMSO (ctl) or UBO-QIC (100 nM), for 30 min. One set of
cells was stimulated with Ang II (100 nM) and the other was left untreated. Migration to the
lower chamber was evaluated after 4h for all conditions. (C) VSMC were transfected with
ARF6 siRNA for 48h. They were serum starved for 16h, then trypsinized and reseeded into
Boyden chambers where they were left for 1h. One set of cells was stimulated with Ang II
(100 nM) and the other was left untreated. Migration to the lower chamber was evaluated after
4h for all conditions. Quantifications are the mean + S.E.M. of three independent experiments.

*#xp<0.001, **P <0.01, *P <0.05.

Figure 10: Inhibition of Clathrin-mediated endocytosis inhibits VSMC migration, as well
as Ang II and SII-dependent ERK activation. (A, B) VSMC were trypsinized and reseeded
in Boyden chambers where they were pretreated with DMSO (ctl), (A) PitStop2 (10 uM), or
(B) PD98059 (50 uM), for 30 min. One set of cells was stimulated with Ang II (100 nM) and
the other was left untreated. Migration to the lower chamber was evaluated after 4h for all
conditions. (C-D) VSMC were pretreated with DMSO (0.1%) or PitStop2 (10 uM) for 30 min.
They were stimulated afterwards with (C) Ang II (100 nM), or (D) SII (10 uM) for the
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indicated durations. Cells were lysed, and ERKI1/2 activation was assayed by Western
Blotting. Quantifications are the mean £ S.E.M. of three independent experiments. ***P <

0.001, **P <0.01, *P < 0.05.

Figure 11: ARF6 depletion inhibits Ang II and SII-dependent ERK activation. (A-B)
VSMC were transfected for 48h with either control, or ARF6 siRNA. Cells were stimulated
with (A) Ang IT (100 nM), or (B) SII (10 uM) for the indicated durations. Cells were lysed,
and ERK1/2 activation was assayed by Western Blotting. Quantifications are the mean +

S.E.M. of three independent experiments. **P< (.01, *P < 0.05.

Figure 12: Visual summary of the pathways demonstrated in this study. This Figure
summarizes the early events which lead to Ang II-mediated cell migration. First, after
stimulation of the ATIR, Parrestins are recruited to the activated receptor while scaffolding an
ARF GEF to promote ARF6 activation at the membrane. Secondly, Parrestins and ARF6
recruit clathrin which promotes the formation of clathrin-coated pits and enables receptor
endocytosis. Finally, Barrestins, who are still in a stable complex with the AT1R, can scaffold

elements of the MAPK cascade leading to ERK activation.
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Figure 3
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ERK1/2 activation
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II1.1 ABSTRACT

Vascular smooth muscle cells (VSMC) can exhibit a contractile or a synthetic
phenotype depending on the extracellular stimuli present and the composition of the
extracellular matrix. Uncontrolled activation of the synthetic VSMC phenotype is however
associated with the development of cardiovascular diseases. Here, we aimed to elucidate the
role of the ARF GTPases in the regulation of VSMC dedifferentiation. First, we observed that
the inhibition of the activation of ARF proteins with SecinH3, a blocker of the cytohesin ARF
GEF family, reduced the ability of the cells to migrate and proliferate. In addition, this
inhibitor also blocked expression of sm22a and aSMA, two contractile markers, at the
transcription level impairing cell contractility. Specific knockdown of ARF1 and ARF6
showed that both isoforms were required for migration and proliferation, but ARF1 only
regulated contractility through sm220 and aSMA expression. Expression of these VSMC
markers was correlated with the degree of actin polymerization. VSMC treatment with
SecinH3 as well as ARF1 depletion was both able to block the formation of stress fibres and
focal adhesions, demonstrating the role of this GTPase in actin filament formation.
Consequently, we observed that both treatments increased the ratio of G-actin to F-actin in
these cells. The elevated amounts of cytoplasmic G-actin, acting as a signalling intermediate,
blocked the recruitment of the Mkll (MRTF-A) transcription factor in the nucleus,
demonstrating its involvement in the regulation of contractile protein expression. Altogether,
these findings show for the first time that ARF GTPases are actively involved in VSMC
phenotypic switching through the regulation of actin function in migration and proliferation,

and the control of actin dependent gene regulation.
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1.2 INTRODUCTION

Vascular smooth muscle cells (VSMC) exhibit the capacity to switch between a
differentiated (contractile) and a dedifferentiated (synthetic) phenotype [1]. Synthetic VSMC
express a lower amount of contractile proteins such as Smooth muscle 22a (sm22a) and o-
Smooth muscle actin (aSMA), but migrate and proliferate faster than their contractile
counterpart. Although phenotypic switching of VSMC into their synthetic form might be
useful for physiological processes such as vascular repair after injury, uncontrolled
proliferation and migration of VSMC are responses contributing to the development of
cardiovascular diseases, including atherosclerosis and vascular restenosis following
angioplasty. In order to improve current therapeutics and clinical outcomes, it is important to
better elucidate the mechanism that controls VSMC phenotypic modulation.

A plethora of extracellular stimuli such as growth factors can modulate properties of VSMC
[2, 3]. Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) stimulation promotes the synthetic phenotype
[2] while the Insulin-like Growth Factor (IGF) promotes the contractile phenotype [3]. In
addition, adhesion to the matrix plays an important part in phenotypical regulation. For
instance, cells cultured on laminin and type IV collagen were shown to have increased
expression of contractile proteins, while fibronectin, collagen type I and collagen type III had
opposite effects [4, 5]. Transmission of mechanical stress applied to VSMC, which is
dependent upon focal adhesions that link integrins to the actin cytoskeleton, also controls their
phenotype [6]. Notably, mechanical stretch through an application of intraluminal pressure
was required to maintain contractile protein expression in aortic organ cultures [7]. While
filamentous actin (F-actin) can mechanically transfer stress along the smooth muscle, its
unpolymerized globular form (G-actin) can however act as a signalling intermediate. Indeed,
the RPEL domain can bind to actin monomers, enabling the proteins possessing this domain to
be reactive to G-actin levels [8]. Particularly, the serum response factor (SRF) co-activator
Mkll (also known as Myocardin-related transcription factor A or MRTF-A) is negatively
regulated by G-actin, where high globular actin levels in the cell will promote the
sequestration of this co-activator away from the nucleus and into the cytoplasm [9, 10]. In the
nucleus, Mkl1 binds to the SRF transcription factor and induces transcription of contractile

target genes [11]. High amounts of monomeric actin therefore lead to reduced transcription of
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contractile markers. Consequently, when not in complex with Mkl1l, SRF will be directed to
other target genes [12]. For instance, SRF promotes cell growth when in complex with the
MAP kinase stimulated co-activator Elk-1, which further contributes to the synthetic
phenotype. These evidences highlight the important role actin dynamic plays in the regulation
of VSMC phenotype.

ADP-ribosylation factors (ARF) are small GTPases of the Ras superfamily, known as
molecular switches that can control phospholipid generation, vesicular trafficking and receptor
signalling. Most importantly, these small G proteins have been shown multiple times to
regulate actin cytoskeleton reorganization [13-17]. Six ARF isoforms were identified and
ARFI1 together with ARF6 remains the most studied [18]. Our previous work has shown that
ARF6 controls both the migration [19] and proliferation [20] of VSMC, making this protein a
candidate target for the treatment of vascular disorders. Like all GTPases, ARF cycles
between an inactive (GDP-bound) and an active (GTP-bound) state. Loading of GTP is
dependent upon ARF guanine nucleotide exchange factors (GEF) such as the cytohesin family
of proteins. Both ARF1 and ARF6 activation can be blocked by the small molecule SecinH3, a
potent inhibitor of the cytohesins [21]. This specific compound was reported to be effective in
inhibiting growth of human lung cancer cells in vitro, but to also show anti-proliferative
effects in vivo [22]. Whether ARF inhibition would be effective in preventing the
dedifferentiation of VSMC during the pathological process remains to be determined.

Here, we propose to examine whether inhibition of ARF activity with SecinH3 could affect
the phenotype of VSMC. For the first time, we show that treatment of these cells with this
inhibitor reduces proliferation and migration of synthetic VSMC in serum. In addition,
expression of contractile protein markers as well as cell contractility, evaluated in a collagen
disc contraction assay, was also reduced by the compound. Moreover, we observe that ARF1
depletion, using shRNA, inhibited VSMC migration and proliferation more effectively than
ARF6. Knockdown of ARF1, but not ARF6, also lowered the expression of contractile
proteins in cells suggesting that ARF1 is the isoform that primarily controls the phenotype of
VSMC. Elucidation of the molecular mechanism revealed actin polymerization as a key event
in regulating ARF1 downstream signalling. Inhibition of this ARF isoform leads to high levels

of monomeric G-actin, which sequestered the SRF co-activator MIk1 into the cytoplasm
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resulting in inhibition of contractile protein expression. Altogether, these results demonstrate a

new role for ARF1 in the phenotypic regulation of VSMC.

1.3 EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents and antibodies- Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide was obtained from Sigma
Aldrich (Oakville, ON, CAN). SecinH3 and anti-Mkll (ab49311) were purchased from
Abcam Biochemicals (Cambridge, MA). Alexa Fluor 488 anti-mouse antibody, Alexa Fluor
488 anti-rabbit antibody, Alexa Fluor 568-phalloidin, Alexa Fluor 488-DNase I and Hoechst
were all purchased from Invitrogen (Burlington, ON, CAN). Latrunculin A and Jasplakilonide
were obtained from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI). Anti-ARF1 was from Proteintech
(Chicago, IL), Anti-aSMA was from Cell Signaling Technology (Danvers, MA), and anti-
paxillin was from BD Biosciences (San Jose, CA). Anti-GAPDH, anti-sm22a and anti-ARF6
were purchased from Santa Cruz Biotech Inc. (Santa Cruz, CA).

shRNA- Plasmids were purchased from the MISSION® shRNA Library, Sigma Aldrich
(ARF6: TRCN0000380270, ARF1: TRCN0000039876, ctl: SHCO016). Lentiviruses containing
the shRNA were generated using HEK293T cells transfected with the shRNA plasmid and the
psPax.2 and pMD2.G packaging plasmids using a calcium phosphate mix (HBS 2X: 50 mM
HEPES, pH 7.1, 280 mM NacCl, 1.5 mM Na2HPO4, mixed with 2.5 mM CaCl2).

Western Blotting- Cells were harvested and total soluble proteins were run on polyacrylamide
gels and transferred onto nitrocellulose membranes. The membranes were blotted for relevant
proteins using specific primary antibodies (as described for each experiment). Secondary
antibodies were HRP-conjugated and the chemiluminescence reaction was triggered using the
Amersham ECL Prime Western detection reagent. Membranes were exposed to
autoradiography films, which were scanned using a Canon scanner. Quantification of the
digital images obtained was performed using ImageJ.

Cell culture and lentiviral infection- All experiments were carried out using rat aortic VSMC
showing characteristics of synthetic VSMC. Cells were passaged every 2-3 days and discarded
after 15 passages. Cells were maintained in DMEM supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) and penicillin/streptomycin from Wisent (St-Bruno, QC, Canada) and incubated
at 37°C in a humidified atmosphere of 95% air and 5% CO2. In ARF6 and ARF1 knock down
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experiments, VSMC cells were infected with a control or the specific ShRNA lentiviruses in
the presence of polybrene (8 pg/ml), and experiments were performed 72h after infection.

Cell migration assay- For each condition (untransfected or lentivirus-infected cells), 200 000
VSMC were serum-starved and seeded into Boyden chambers (24-well inserts with 8-pum pore
collagen-coated membranes). In conditions where cells were pre-treated, vehicle (DMSO 0,1
%) or SecinH3 (1 to 100 uM) was added 30 minutes after plating. Thirty minutes later, cells
were stimulated with FBS 1% in the lower chamber. After 4h, cells were fixed and stained
using crystal violet (0.1% in 20% MeOH: overnight). Membranes were washed three times in
dH20, and cells were removed from the upper chamber, leaving those that migrated through
the other side of the membrane. Pictures of four different fields of the bottom side of the
membrane were taken, and cell migration was quantified using Imagel. The average number
of migrating cells was determined for each condition.

Cell proliferation assay- For each condition (control or lentivirus-infected cells), 20 000
VSMC were seeded in a 96-well plate resting in 100 pl of complete medium (FBS 10%). One
well containing only medium and no cells was used as a blank. In the experiments using
inhibitors, vehicle or SecinH3 was added at the time of cell seeding. After 48 hours, 25 pul of
MTT stock solution (5 mg/ml) was added to each well and cells were incubated for 2 hours at
37°C. Afterwards, 100 pl of MTT stop solution (50% H20, 50% dimethylformamide, 20%
SDS, pH 4.7) was added to each well and cells were incubated for 4 hours at 37°C to dissolve
the MTT crystals. Absorbance at 530 nm was measured using a plate reader. Experiments
were all performed in triplicate. Final values were obtained by subtracting the average blank
value from the absorbance value obtained in each well.

Collagen contraction assay- The collagen contraction assay was performed as in [23]. Briefly,
VSMC were pre-treated with either vehicle or SecinH3 for 24 h. One hundred thousand cells,
in DMEM medium containing FBS (10%), were mixed with a 3 mg/ml bovine collagen
solution and then plated in a 24-well plate. Collagen was titrated with 1M NaOH and the
mixture was left for 30 minutes to solidify. At the beginning of the experiment, each collagen
lattice was detached from the bottom of the well with a small tip and left for 4 hours at 37 °C
in the absence or presence of FBS (10%). The plate containing collagen lattices was then

photographed using the GE ImageQuant LAS 4000 Mini. Lattice areas were quantified using
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Imagel]. Percentage of contraction of collagen lattices was then calculated using the following
equation: % contraction = 100 — (area of lattice/area of the well*100).

Microscopy- Cells were fixed with PBS solution containing 4% paraformaldehyde for 15
minutes at room temperature and then permeabilized and blocked with a solution of PBS
containing saponin (0.05%) and BSA (0.2%). Samples were incubated, in the dark, for 1 hour
with the primary or secondary antibodies, for 1 hour when in the presence of phalloidin-
conjugated Alexa Fluor 568, for 30 minutes when stained with DNase I-conjugated Alexa
Fluor 488, and for 10 minutes with Hoechst. Three washes using PBS were performed
between incubations and before mounting. Cells were then mounted on slides using Aqua-
mount (Fisher Scientific, Ottawa, ON, CAN) and observed using a confocal microscope (Zeiss
LSMS800) and an inverted microscope (Zeiss Axio Observer Z1). Quantification of
fluorescence intensity in microscopy images was performed using CellProfiler [24] (Broad
Institute, Cambridge, MA).

Statistical analysis- Statistical analyses were performed using either a two-way or a one-way
analysis of variance followed by Dunnett’s or Bonferroni multiple comparison tests

(GraphPad PRISM ver. 4.0a; San Diego, CA).

I11.4 RESULTS

Inhibition of ARF activation by SectinH3 reduces the ability of VSMC to migrate and
proliferate

Our rat aortic VSMC show characteristics of synthetic VSMC. As illustrated in figure
1A, cells display a «hill and valley» type of cell morphology instead of the spindle shape that
is characteristic of differentiated cells. To study the role ARF proteins may play on the key
features and characteristics of these specialized vascular cells mimicking behaviours of
pathological conditions, we treated them with the ARF GEF cytohesin inhibitor, SecinH3 [21].
We assessed first their ability to migrate using the Boyden chamber assay where VSMC
migration was stimulated with FBS (1%) placed in the lower chamber. As illustrated in figure
1B, SecinH3 treatment inhibited the migratory response of these cells in a dose dependent
fashion, with a concentration of 30 and 100 uM inhibiting migration respectively by 32% and
44%, when compared to control. We next examined VSMC proliferation using the MTT

assay. Cells were left to grow in media containing 10% FBS over a 48 hour period. As
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illustrated in figure 1C, SecinH3 treatment inhibited the ability of the cells to grow, again in a
dose dependent manner (Fig. 1C). Proliferation was reduced by 32% and 42% in the presence
of 30 uM and 100 pM, respectively. Together, these findings demonstrate that a treatment of
synthetic VSMC, with a cytohesin inhibitor, is an effective strategy to inhibit migration and
proliferation, when these cells are in the presence of different growth factors.

Treatment with the ARF inhibitor SecinH3 alters sm220. and aSMA expression as well as
contractility of VSMC

We next examined the effect of ARF inhibition on the expression of the sm22a and
aSMA proteins, two key markers of VSMC contractility highly expressed in differentiated
native VSMC. As illustrated in figure 2A, expression of these contractile proteins was
detectable in our isolated transformed cell line. Treatment with SecinH3 (30 uM) effectively
reduced the expression of sm22a and aSMA by 67% and 51%, respectively, compared to
control. To verify whether this reduced protein expression was due to lowered mRNA levels,
we next performed qPCR. SecinH3 treatment (30 uM) reduced sm22a as well as aSMA
mRNA levels by 59% and 48%, respectively (Fig. 2B). These results therefore suggest that
limiting the ability of ARF to become activated, in conditions where growth factors are
present, reduces the expression of these two contractile markers at the transcriptional level.

We also assessed whether ARF-dependent modulation of sm22a and aSMA gene
expression impacted the ability of these specialized cells to fulfill their most basic function,
contraction. Using a cell-induced collagen lattice assay, VSMC were mixed with a collagen
solution to form a circular gel and the reduced diameter of the collagen pellet, due to self-
contraction of the cells, was measured after a 4 hour period. In the absence of SecinH3,
VSMC contracted the collagen lattice by 60%, and addition of FBS increased contraction to
70% (Fig. 2C). However, pre-treatment of the cells with SecinH3 (30 uM) decreased the
average basal gel contraction to 32% (a 53% reduction compared to control) while FBS
increased average contraction to 50% in cells pre-treated with the inhibitor (Fig. 2C). A two-
way analysis of variance indicate that both the inhibitor pre-treatment (p < 0.001) and the
serum agonist (p < 0.001) factors were statistically significantly different; however there were
no statistical interaction between the pre-treatment and agonist factors (p = 0.1822) (Fig. 2C).
Consequently, pre-treatment with SecinH3 reduced the basal VSMC contraction, but did not

affect the relative increase of cell contraction in response to serum. These results indicate that
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SecinH3 reduces the overall contractility of VSMC, which correlates with its reduced
expression of sm22a and aSMA proteins. Altogether, our findings suggest that ARF activation
is a key event necessary for VSMC migration, proliferation, but also contraction.

VSMC migration, proliferation and contractile protein expression are mostly dependent upon
expression of the ARFI isoform

To define the contribution of ARF1 and ARF6 in regulating the behaviours of VSMC,
we used shRNA to knock down selective expression of either ARF. When using our shRNA
targeted against ARF1, expression of this specific isoform was reduced by 96 % +/- 0.7%,
without any effects on ARF6 levels. Similarly, shRNA directed against ARF6 inhibited
expression of this GTPase by 79.5% +/- 0.5%. We first reassessed cell migration stimulated by
serum. As shown in figure 3A, depletion of ARF6 only mildly reduced VSMC migration by
17%. In contrast, knockdown of ARF1 effectively reduced this response by 50%. In other sets
of experiments, cell proliferation was reduced by 22% when ARF6 was knocked down and by
49% when expression of ARF1 was inhibited (Fig. 3B). These results demonstrate a greater
effect of the ARF1 isoform on both responses suggesting that SecinH3 could exert its effects
on VSMC primarily through the inhibition of this specific ARF subtype.

Next, we examined the role of each ARF isoform on their ability to regulate the
expression of sm22a and aSMA. ARF1 depletion markedly reduced sm22a and aSMA protein
levels by 79% and 71% compared to control, respectively (Fig. 3C). In contrast, ARF6
depletion had no significant effect. We confirmed the role of ARF1 by examining mRNA
levels of contractile proteins. As shown in figure 3D, when cells were infected with the ARF1
shRNA, amounts of sm22a and aSMA mRNA was decreased by 59% and 84%, respectively
and relative to control conditions. Interestingly, we observed that ARF6 depleted VSMC had
more than double (2.19) the amounts of sm22a mRNA compared to control shRNA cells
although no significant change in aSMA mRNA levels were found (Fig. 3D). Together, these
results demonstrate that ARF1 inhibits the expression of sm22a and oaSMA at the
transcriptional level. Conversely, ARF6 does not regulate expression of these contractile

markers in VSMC.
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ARF I inhibition blocks actin filament formation and focal adhesion complex assembly

Many studies have demonstrated that tensile stress is required to maintain contractile
protein expression in VSMC [6, 7]. To further define the mechanism by which ARF proteins
regulate the phenotype of these cells, we first confirmed that modulation of actin
polymerization impacted cell phenotype. As shown in figure 4A, treatment with the actin
polymerization inhibitor Latrunculin A (20 nM) reduced expression of sm22a and aSMA by
82% and 76%, respectively, compared to control conditions. Alternatively, treatment of the
cell with the actin polymerization enhancer Jasplakinolide (60 nM) resulted in opposite effects
increasing sm220 and aSMA expression by 2.7-fold and 6-fold, respectively (Fig. 4A).
SecinH3 treatment resulted in effects similar to Latrunculin inhibiting both the expression of
sm22a and aSMA.

Because stress fibres mediating contractility and cell migration are associated with
adhesions to the underlying matrix through focal adhesion points, we next used confocal
microscopy to compare the effects of actin polymerization modulators, SecinH3 and ARF
knock down on the VSMC phenotype. In control cells, paxillin co-localized with actin at the
end of actin stress fibres, displayed as slightly elongated puncta. Latrunculin A treatment of
the cells completely blocked the formation of actin filaments as well as the formation of focal
adhesions (Fig. 4B). Jasplakinolide treatment, however, had no effect on actin filament
assembly or focal adhesion formation. Cells treated with the ARF GEF inhibitor SecinH3
resulted in retention of paxillin in the cytosol, and a markedly reduced quantity of actin
filaments (Fig. 4C). Knockdown of individual ARF isoforms demonstrated that depletion of
ARFI1 also blocked the formation of focal adhesions and stress fibres similarly to what we
observed upon SecinH3 treatment. In contrast, knock down of ARF6 did not have an effect on
the formation of these two key structures (Fig. 4D).

Together, these findings suggest that the GTPase ARF1 controls focal adhesion
assembly and F-actin amounts in VSMC. In addition, we show that the actin polymerization
levels in cells can regulate contractile protein expression. This regulation of actin filament
assembly by ARF1 represents the molecular mechanism by which this GTPase could regulate

some of the phenotypic features of VSMC.
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ARF1 inhibition increases the G-actin/F-actin ratio in VSMC and promotes cytoplasmic
sequestration of the Mkl transcription cofactor

To further address the central role of ARF1 in regulating actin homeostasis, we
measured the intracellular G-actin to F-actin ratio in VSMC. Unpolymerized and polymerized
actin was observed by confocal microscopy by using fluorescently-labelled DNase I to stain
G-actin and phalloidin to stain F-actin. As illustrated in figure 5A, pre-treatment of VSMC
with SecinH3 (30 uM) increased the average intensity of DNase I staining relative to the
average intensity of phalloidin staining. Over the span of multiple experiments where the
fluorescence intensity of a large sample of cells was quantified, we obtained an average G-
actin/F-actin ratio of 1.42 in control cells. Treatment with the cytohesin inhibitor increased
this ratio to 1.96 (Fig. 5B). To complement these data, we observed that knock down of ARF1
also increased the average intensity of DNase | staining compared to control shRNA cells
(Fig. 5C). As shown in figure 5D, the G-actin/F-actin ratio was increased to 2.30 from 1.50.
However, ARF6 shRNA had no significant effect on the average staining intensity of the G-
actin marker. In sum, these data confirm the role of ARF1 in actin polymerization, translated
by the increased amounts of unpolymerized actin in ARF1 depleted cells.

Because we observed that ARF1 regulates contractile protein expression, we examined
whether the regulation of certain transcription factors was affected by ARF inhibition.
Considering that we defined a key role of ARF1 in F-actin assembly, we assessed the effect of
the inhibition of this GTPase on the localization of Mkl1, an important cofactor of SRF, which
can be negatively regulated by sequestration in the cytosol caused by direct binding to G-actin
[10]. In control cells, Mkll is located mainly in the nucleus with some cytoplasmic
localization. Following treatment with SecinH3, Mkl1 however was enriched in the cytoplasm
(Fig. 6A). Mkll was quantified in a 5.68 nuclear-to-cytoplasmic ratio in control cells, which
was reduced to 0.59 in cells treated with SecinH3 (Fig. 6B). Knock down of ARF1 similarly
led to translocation of this transcription factor in the cytosol (Fig. 6C). The nuclear-to-
cytoplasmic Mkl1 ratio was 3.74 in control shRNA cells, versus 0.68 in ARF1 depleted cells.
In contrast, depletion of ARF6 had no effects and Mkll remained enriched in the nucleus, with
some perinuclear and cytoplasmic distribution, maintaining a 2.46 nuclear-to-cytoplasm ratio

(Fig. 6D).
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These data show that inhibition of ARF1 using a chemical or a knocked down
approach was effective in removing the SRF cofactor from the nucleus providing further
details about the molecular mechanism by which ARF1 regulates the expression of contractile

protein in VSMC.

II1.5 DISCUSSION

In this study, we demonstrate that altering ARF expression and activation modulates
the phenotypic features of VSMC associated with a differentiated phenotype. Inhibition of
ARF activity, with the ARF GEF inhibitor SecinH3, reduced cell migration and proliferation
due to the inhibition of actin filaments and focal adhesion formation. Selective inhibition of
ARF isoform expression by RNA interference revealed that although both ARF6 and ARFI
are required for cell migration and proliferation, ARF1 plays a prominent role. When
examining expression of contractile proteins, our findings revealed that ARF1 depletion leads
to decreased expression of the two smooth muscle markers, sm22a and aSMA, and leads as
well to reduced VSMC contractility. This unexpected effect is in part dependent on the ability
of ARF to modulate the G-actin/F-actin ratio and consequently, sequestration of the
transcription cofactor Mkll. Together, these results suggest that inhibition of ARF expression
or activity may be an effective strategy to limit migration and proliferation associated with
dedifferentiation of VSMC during the development of vascular diseases such as
atherosclerosis. However, modulation of the function of these GTPase does not promote the
complete switch to a differentiated and contractile phenotype.

Very few ARF inhibitors have been developed to study the key functions these small
GTP-binding proteins play in pathophysiology. The natural compound Brefeldin A (BFA) has
exhibited drastic effects in cells such as collapse of the Golgi because of its non-competitive
inhibition mechanism [25]. The small molecule Nav-2729 was identified in a screen as an
ARF6 inhibitor [26]. Recent data, however, has demonstrated that it can also block the
activation of ARF1 [27]. SecinH3 has the advantage of inhibiting the activation of both ARF1
and ARF6 to a similar extent, by cytohesins [21, 27]. Although issues with autofluorescence
have been noted in a fluorescence-based nucleotide exchange assay, and associated with
insolubility at concentrations higher that 15 uM [27], this unique tool has allowed us to study
the contribution of both ARF isoforms in the complex phenomenon of phenotypical VSMC
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switching. In our cell-response assays, we have not detected insolubility issues and observed
dose-dependent responses. To confirm our results, we have assessed the contribution of each
ARF independently by knocking down their expression and not limit ourselves to the specific
inhibitory profiles of ARF/GEF pairs by other drugs. While depletion of ARF1 or ARF6
inhibited migration and proliferation, knock down of ARF1 had a bigger effect than ARF®6.
The former is also the only ARF isoform that positively controlled sm22a and aSMA protein
expression, allowing us to distinguish a specific subset of events only regulated by one of the
ARF.

In an attempt to further define the molecular mechanism regulated by ARF proteins,
we observed that SecinH3 treatment or specific depletion of ARF1 by shRNA disrupted stress
fibres and focal adhesions in VSMC, while ARF6 shRNA did not. These effects, alongside
with a drastic change into an elongated shape, were also seen in cells treated with an actin
polymerization inhibitor, Latrunculin A. Consequently, we conclude that SecinH3 and ARF1
depletion inhibited the formation of actin filaments. We have previously shown, in another
cell line, a link between ARF1 and Racl [16], a small GTPase that ultimately triggers actin
polymerization through the Arp2/3 complex [28]. In addition, we have demonstrated that
ARF1 controls RhoA [17], a GTPase associated with stress fibre formation [29]. While we
could expect that these proteins could be regulated by ARF1 in our VSMC, ARF1 depletion
had no effect on the activation of Racl, RhoA and Cdc42 (data not shown). However, ARF1
inhibition prevented the formation of focal adhesions. Indeed, multiple studies have
demonstrated that ARF1 or ARF GAP proteins can regulate paxillin recruitment to these
complexes [30, 31]. Our laboratory has previously shown that ARFI can control focal
adhesion assembly. However, this effect was only demonstrated in the context of agonist
stimulation [32, 33]. Here, we rather observed the role of ARF1 on the constitutive
recruitment of paxillin to these sites. Similarly to the effects observed when we knocked down
ARFI1, Latrunculin A treatment also disrupted the formation of focal adhesions. These
findings suggest that actin polymerization, controlled by ARF1, would be important for the
establishment of these structures. Because focal adhesions were shown to be important for the
promotion of VSMC differentiation [34], these data further suggest that ARF inhibition
promotes a synthetic phenotype.
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Our data also revealed that ARF1 inhibition effectively reduced stress fibre formation
and increased the ratio of G-actin to F-actin. We propose that this effect is mainly due to the
ability of the GTPase ARF1 to control the localization of the myocardin-related protein Mkl1.
It has been previously reported that Mkll can be sequestered from the nucleus by binding to
monomeric G-actin, limiting gene transcription. Here, we present evidence that SecinH3
treatment or ARF1 depletion leads to reduced levels of sm22a and aSMA mRNA suggesting
regulation at the transcriptional level. In addition, inhibition of ARF1 increased G-actin levels
in VSMC. Our observation that Mkl1 is not fully localized in the nucleus of control cells could
be explained by the fact that the cellular localization of this protein also depends on its nuclear
importation through importins, which expression has been reported to be reduced in
dedifferentiated VSMC [35]. Altogether, these findings provide a molecular mechanism for
ARF1 in phenotypic VSMC regulation. As illustrated in figure 7, this GTPase controls first
actin polymerization. Strategies effective in inhibiting the expression of this ARF or its
activation results in actin depolymerization. G-actin filaments sequester Mkll, preventing its
translocation to the nucleus and contractile protein expression, necessary for VSMC
contraction. In addition, limited actin polymerization leads to inhibition of cell migration, but
also proliferation, which extensively requires the implication of the actin network. ARF6
knockdown also reduces VSMC migration and proliferation, but does so in a less drastic
manner than ARF1 knockdown. We report that inhibition of expression of this GTPase does
not affect contractile protein expression partly because it does not directly prevent actin
filament formation, but rather controls the upstream signalling pathways that regulate

migration and proliferation [19, 20].

I11.6 CONCLUSIONS

In all, our findings have allowed us to define a new role for ARFI in VSMC, and a
clear contrast in the mechanisms that are controlled by both ARF isoforms in these cells.
Targeting this specific isoform might prove to be an effective strategy to limit VSMC
migration and proliferation. ARF1 inhibitors would have to however be used in combination
with modulators of the Mkll (MRTF) pathway in order to assure correct expression of

contractile proteins and switch to the fully differentiated phenotype.
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1.7 FIGURE CAPTIONS

Figure 1. SecinH3 inhibits VSMC migration and proliferation. (A) VSMC were stained for
actin using Alexa Fluor 568-phalloidin. Scale bars: (left) 20 uM; (right) 10 uM. (B) VSMC
were treated with SecinH3 at the indicated doses. After 30 minutes, cells were stimulated with
FBS (1%). Migration to the lower chamber was evaluated after 4h for all conditions.
Quantifications are the mean = S.E.M. of four independent experiments. (C) VSMC were
treated with SecinH3 at the indicated doses. After 48 hours, cell proliferation was assayed in a
MTT assay. Quantifications are the mean + S.E.M. of three independent experiments. All
conditions were performed in triplicates. *P < 0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 are values
compared to the control condition.

Figure 2. SecinH3 reduces contractile protein expression and VSMC contraction. (A)
VSMC were pretreated with DMSO (0.1%) or SecinH3 (at indicated doses) for 24h. Sm22a,
aSMA and GAPDH levels were assessed by Western blotting. Quantifications are the mean +
S.E.M. of three independent experiments. (B) mRNA levels of sm22a and aSMA were also
assessed in cells pretreated with DMSO (0.1%) or SecinH3 (30 uM). Data were normalized to
two control mRNA (GADPH and Actb) and presented as relative quantity compared to over
control experiment (n = 3). *P < 0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 are values compared to
controls. (C) VSMC were pretreated with DMSO (0.1%) or SecinH3 (30 uM) for 24h. They
were seeded in collagen lattices then stimulated with 1% fetal bovine serum (FBS) or left
untreated. Quantifications are the mean = S.E.M. of four independent experiments and a two-
way ANOVA test was used for statistical analysis. ***P<0.001 are values for the SecinH3 and
the FBS treatment factors. The interaction term was statistically insignificant.

Figure 3. Both ARF1 and ARF6 control cell migration and proliferation, but only ARF1
controls contractile protein expression. (A) VSMC expressing control, ARF6 or ARFI
shRNA were stimulated with FBS (1%) after 30 minutes. Migration to the lower chamber was
evaluated after 4h for all conditions. Quantifications are the mean = S.E.M. of six independent
experiments. (B) VSMC expressing control, ARF6 or ARF1 shRNA were assayed for cell
proliferation over 48 hours using the MTT assay. Quantifications are the mean + S.E.M. of
three independent experiments. All conditions were performed in triplicates. (C) VSMC

expressing control, ARF6 and ARF1 shRNA were assessed for sm22a, aSMA, GAPDH,
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ARF6 and ARF1 levels by Western blotting. Quantifications are the mean + S.E.M. of six
independent experiments. (D) mRNA levels of sm22a and aSMA were also assessed in cells
expressing either control, ARF6 or ARF1 shRNA. Data were normalized to two control
mRNA (GADPH and Actb) and presented as relative quantity compared to over control
experiment (n = 3) *P <0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 are values compared to controls.
Figure. 4. ARF1 inhibition blocks focal adhesion assembly and actin filament formation.
(A) VSMC were treated with DMSO (0.1%), Latrunculin A (Lat A, 20 nM), Jasplakinolide
(Jasp, 60 nM) or SecinH3 (SecH3, 30 uM). After 24h, sm22a, aSMA and GAPDH levels were
assessed by Western blotting. Quantifications are the mean £ S.E.M. of five independent
experiments. *P < 0.05, **P<(0.01 and ***P<(.001 are values compared to control. (B-C-D)
VSMC were pretreated with DMSO (0.1%), Latrunculin A (20 nM) or Jasplakinolide (60 nM)
for 24h (B), pretreated with DMSO (0.1%) or SecinH3 (30 uM) for 24h (C), or infected with
lentiviruses containing control, ARF1 or ARF6 shRNA for 72h (D). Labeling of paxillin was
performed using a specific anti-paxillin antibody and a secondary antibody coupled to Alexa-
Fluor 488. F-actin was stained using Alexa Fluor 568-phalloidin. Images are representative of
at least 10 cells observed in three independent experiments. Scale bar, 10 pm.

Figure 5. ARF1 inhibition increases the G/F-actin ratio. (A, C) VSMC were pretreated
with DMSO (0.1%) or SecinH3 (30 uM) for 24h (A), or infected with lentiviruses containing
control, ARF1 or ARF6 shRNA for 72h (C). Cells were stained for G-actin using Alexa Fluor
488-DNase I and F-actin was labeled using Alexa Fluor 568-phalloidin. Images are
representative of at least 10 cells observed in three independent experiments. Scale bar, 10 pm.
(B, D) For each experimental condition, quantification is performed on 10 different images
containing multiple cells (100-200 cells were analyzed). Images were taken with an
epifluorescence microscope. Experiments were performed three times. *P < 0.05, are values
compared to control.

Figure 6. ARF1 inhibition promotes cytoplasmic retention of Mkll. (A, C) VSMC were
pretreated with DMSO (0.1%) or SecinH3 (30 uM) for 24h (A), or infected with lentiviruses
containing control, ARF1 or ARF6 shRNA for 72h (C). Labeling of Mkll was performed
using a specific anti-Mkll antibody and a secondary antibody coupled to Alexa-Fluor 488.
Cell nuclei were stained using Hoechst. Images are representative of at least 10 cells observed

in three independent experiments. Scale bar, 10 pm. (B, D) For each experimental condition,
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quantification is performed on 10 different images containing multiple cells (100-200 cells
were analyzed). Images were taken with an epifluorescence microscope. Experiments were
performed three times. *P < 0.05, are values compared to control.

Figure 7. Molecular mechanisms by which ARF1 control VSMC phenotypic features. In
synthetic VSMC, ARF1 regulates the level of F-actin facilitating migration and proliferation.
However, when cells are treated with an ARF inhibitor or depleted of ARF1, these responses
are markedly impaired. Increase of G-actin levels observed in these conditions results in
sequestration of the Mkll transcription co-factor, a process responsible for the expression of
the contractile proteins sm22a and aSMA. Modulation of this signaling event leads to

decreased contraction in VSMC.
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Figure 4
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CHAPITRE IV : DISCUSSION

IV.1 Mécanisme d’activation d’ARF6 par les récepteurs

L’étude du comportement des cellules en culture nous permet de définir des
mécanismes moléculaires mis en jeu lors des réponses cellulaires importantes pour
I’homéostasie mais souvent déréglées dans le contexte du développement des maladies. Au
cours du chapitre II de cette these, nous avons clarifié les mécanismes moléculaires conduisant
a ’activation d’ARF6 par le récepteur de I’AT;. Nous avons démontré que I’ARF GEF Arno
était recrutée au récepteur AT par la Parrestine, mais on ne comprend toujours pas ce qu’il se
passe exactement avec la protéine Gq. Effectivement, cette protéine G peut aussi recruter des
ARF GEF, stimulant I’activation d’ARF6 suite a la stimulation du récepteur TPy (266).
Néanmoins le récepteur AT1 n’en a pas besoin, car comme nous 1’avons observé, le SII peut
activer ARF6. Dans des cellules cancéreuses, il a aussi été observé que G4 pouvait activer
ARF6 (235), dans ce cas-ci cette activité de cet isoforme de G4 est constitutive, il se pourrait
donc qu’il faille un certain « climat » cellulaire ou un certain type de RCPG couplé a Gq
particulier pour permettre a G4 d’activer ARF6. L’interaction de Gy avec Gg, pourrait
possiblement jouer un role a ce niveau, car il a ét¢ démontré que 1’activation d’ARF6 pour
certains RCPG nécessitait I’activité de ces sous-unités de la protéine G (267).

Un autre aspect qui reste obscur dans I’activation des ARFs est la cinétique
d’activation de celles-ci. Dans certains cas (récepteurs AT, ET;, FPR, EGFR, VEGFR), la
stimulation d’un récepteur entraine une activation transitoire de la petite GTPase : une
activation maximale de la GTPase aprés une ou deux minutes, suivie par un retour rapide a
son état basal. Dans le cas d’autres récepteurs (TPg, IGFR, HGFR), I’activation de la GTPase
est soutenue. Il reste donc a déterminer pourquoi il existe une telle différence dans la cinétique
d’activation de I’ARF, et quel effet cela aurait au niveau de la signalisation de ces récepteurs.
L’hypothese la plus évidente pour expliquer la désactivation rapide des ARFs apres leur
activation serait que les récepteurs qui activent les ARFs transitoirement recruteraient des
GAP suite a leur activation, mais cela n’a pas encore directement été démontré. Un candidat
pourrait étre I’ARF GAP GIT, qui interagit de fagon intrinseque avec la GRK. Cette derniere

recruterait-elle GIT aux environs du récepteur afin de terminer 1’activité des ARFs? D’un
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autre coté, une hypothése pour expliquer le cycle d’activation rapide des ARF serait inspirée
des ARFs golgiennes. Celles-ci s’activent rapidement pour recruter des protéines de
revétement et créer des vésicules, et se désactivent au point d’arrivée pour que la vésicule
puisse se défaire. Donc en se basant sur le fonctionnement des ARFs golgiennes, on pourrait
suggérer qu’un récepteur qui active et inhibe rapidement une ARF utilise ce mécanisme pour

passer rapidement d’un compartiment a 1’autre.

IV.2 Variabilité de I’activité d’un RCPG selon le type cellulaire

Dans le chapitre I de cette these, nous avons aussi comparé des voies de signalisation
de PATIR d’un type cellulaire a I’autre. Le récepteur AT R a longtemps été utilisé dans des
systemes hétérologues comme les cellules HEK293 et les cellules MEF afin de mieux
caractériser les voies de signalisation activées par celui-ci. Quoique l’utilisation de tels
systemes facilite grandement la réalisation d’expériences, il se peut que le récepteur ne se
comporte pas de la méme facon dans les types cellulaires qui expriment celui-ci de facon
endogene. Par exemple, pour le récepteur AT R, il a longtemps été convenu que 1’activation
d’ERK1/2 dépendante des Parrestines se faisait sur une période plus soutenue comparée a
I’activation d’ERK1/2 stimulée par Gq. Effectivement, c’est bien cette cinétique d’activation
que I’on observe dans nos études chez les HEK293. Cependant, nous avons observé que dans
les CLMV, cela est faux. Il n’y a pas différence temporelle entre I’activation d’ERK1/2
stimulée par Gq et les Parrestines, juste une différence d’intensité. Ce phénomene intéressant
montre 1I’importance d’étudier I’activité des RCPG dans des modeles cellulaires qui sont plus
apparentés a un modele in vivo. Surtout si I’objectif de I’étude est I’établissement et le
développement de nouvelles thérapies. Toutefois, les systémes hétérologues sont tres
pratiques; nous les avons utilisés nous-mémes dans notre étude.

Comment expliquer cette différence de signalisation d’un méme récepteur entre
plusieurs types cellulaires? Premieérement par le fait que I’activité de ceux-ci est régulée par
des partenaires d’interaction qui ne sont pas exprimés de facon ubiquitaire. En prenant encore
le récepteur AT, en exemple, il existe d’autres adapteurs de I’internalisation pour ces RCPG
nommés ATRAP (protéine associée au récepteur AT;) et ARAP (protéine 1 associée au AT))
(268), qui régulent des voies de signalisation et la quantité de récepteurs a la surface de la

cellule. De plus, ces protéines lient le récepteur AT, sur sa queue N-terminale, donc elles
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pourraient potenticllement interagir avec les partenaires d’interactions déja connus. Ces
protéines sont cependant trés peu étudiées vu que leur expression n’est limitée qu’a des types
cellulaires qui expriment le récepteur AT, de fagon endogéne. Deuxiémement, I’activité d’un
RCPG pourrait étre différemment régulée d’un type cellulaire & Dautre a cause
d’hétérodimérisation avec d’autres récepteurs. Considérant que les RCPGs sont exprimées ou
non en quantités variables selon le type cellulaire, cela peut mener a la formation
d’hétérodimeres qui existe dans un type cellulaire et non dans l'autre. Troisiémement, la
quantité¢ de protéines G peuvent varier d’un type cellulaire a ’autre. Un exces d’un certain

type de protéine G dans un type cellulaire va biaiser I’activité des récepteurs vers celui-ci.

I'V.3 Signalisation dépendante du trafic cellulaire

Un autre point important qui a été examiné au cours du deuxieme chapitre de cette
thése est la signalisation dépendante de I’endocytose. Ce point appuie un changement de
paradigme qui veut que les récepteurs n’amplifient pas le signal qu’a la membrane cellulaire.
Dans notre étude, nous avons observé que I’activation de la migration cellulaire par la
stimulation du récepteur AT, dépendait de I’endocytose du signal. Comme il a été montré dans
le récepteur PAR-2, cette capacité qu’ont les récepteurs de « transporter » leurs signaux avec
eux leur permettent d’amplifier les signaux de facon localisée (133). Dans ce cas particulier,
le récepteur maintient un signal MAP kinase a DI'intérieur du cytoplasme et celui-ci se
transforme en signal qui se translocalise au noyau si on inhibe 1’endocytose de ce récepteur.
Cette capacité d’activer ERK au cytoplasme versus le noyau a aussi été démontrée dans le
récepteur AT.

Il y a longtemps ¢été établi que les adapteurs signalétiques qui lient les RCPG a
I’intérieur de cellule sont les Parrestines, cependant il a été observé que les protéines G
pouvaient lier les récepteurs dans les endosomes. Ce sont en particulier les protéines Gs, qui
ont un effet différent de lorsqu’elles se situent a la membrane. Dans ce cas-ci, elles stimulent
le transfert de son récepteur de ’endosome vers le lysosome (269). Ceci est donc un autre
exemple de régulation spatiale de la signalisation.

Enfin, la signalisation dépendante de 1’endocytose n’est pas un phénomeéne qui se
limite aux RCPG. Le trafic de trois récepteurs Tyrosines Kinases (Met, 'EGFR et le PDGFR)

régule aussi la signalisation de ceux-ci. De plus, la voie de trafic du PDGFR entraine aussi un
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biais signalétique selon la dose avec laquelle le récepteur est stimulé. En effet, de faibles doses
entraine une internalisation clathrine-dépendante ainsi que la stimulation de la migration
cellulaire. Par contre, des doses plus élevées causent une internalisation cavéoline-dépendante,
ainsi que la stimulation de la prolifération (270). En somme, le trafic couplé a la signalisation
cellulaire n’est pas un phénoméne qui est limit¢ aux RCPGs. Comme on 1’a observé dans
I’ATI1R, il serait intéressant d’étudier le trafic des autres récepteurs. Considérant que les ARFs
peuvent aussi réguler le trafic de ceux-ci, ils pourraient de méme aussi réguler leur

signalisation.

IV.4 Le role des ARFs dans les CMLV

Dans I’objectif de développer des nouvelles cibles thérapeutiques pour les maladies
vasculaires, nous avons décidé d’étudier le réle de ces petites GTPases dans les CMLV. En
premier lieu, nous avons effectivement observé que I’inhibition d’ARF6 peut bloquer la
migration des CMLV stimulée par I’Ang II. De plus, des travaux dans notre laboratoire ont
démontré que I’inhibition d’ARF6 bloque la production de ROS et la prolifération cellulaire
des CMLV (199). Puisque ce sont deux facteurs de risque différents qui causent des désordres
vasculaires, ARF6 devient alors une cible thérapeutique intéressante pour le traitement de
cette pathologie.

En plus de cela, nous avons tenté d’observer I’effet des ARFs sur la régulation du
phénotype du muscle lisse vasculaire. En utilisant le SecinH3, qui peut inhiber plusieurs ARF,
nous avons démontré que I’inhibition de ces petites GTPases réduisait I’expression des
marqueurs de protéines contractiles SM22a et aSMA. Ce fit en fait ’inhibition de I’isoforme
ARF1 qui aurait un effet sur le phénotype des CMLV. Le mécanisme d’action proposé serait
la régulation du transport de la Paxilline qui permet la génération de complexes d’adhésion
focaux. En effet, nous avons observé par microscopie un changement drastique de la forme
des CMLV suivant l’inhibition d’ARF1. Quoiqu’il y a diminution de I’expression des
marqueurs contractiles SM22a et aSMA dans ces cellules, la forme allongée de celles-ci
suggere qu’elle aurait un phénotype de type contractile. Il avait aussi été mentionné que les
CMLYV peuvent exprimer une multitude de phénotypes intermédiaires, donc il se pourrait que
les CMLV inhibées en ARF1 expriment justement cela : en ayant a la fois des caractéristiques

contractiles et synthétiques.
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IV.5 Viabilité des ARFs en tant que cible thérapeutique

Méme si que les petites GTPases de la famille Ras sont trés importantes dans les
mécanismes cellulaires, ces protéines ont longtemps été considérées comme des mauvaises
cibles thérapeutiques. Par exemple, la forme mutée de Ras est depuis longtemps connue
comme étant un oncogene important dans de nombreux types de cancers cependant nous
n’avons toujours pas réussi a cibler cette protéine. Un des problémes que les petites GTPases
ont comme cible thérapeutique est le fait qu’elles n’ont pas de poche de liaison bien accessible
a part celle qui contient leur nucléotide. Voila pourquoi il a été plus facile de développer des
médicaments ciblant des récepteurs ou des enzymes. Celles-ci sont plus faciles a cibler, donc
c’est pour cette raison que la majorité des molécules ciblant les ARFs ciblent en fait leurs
facteurs d’échange (GEF). Comme il a été observé dans notre étude du chapitre III, cela peut
poser certains problémes de spécificité, car on ne sait pas exactement quelle ARF sera affectée
par la molécule afin de créer un effet biologique. Toutefois, une molécule ciblant directement
ARF6, soit dans sa région d’interaction de la triade hydrophobique, n’aurait pas les
désavantages d’un inhibiteur de GEF comme le SecinH3. Sachant que I’inhibition d’ARF6
réduirait la migration et la prolifération incontrolée du muscle lisse vasculaire, il serait

intéressant de tester cette molécule sur les CMLV.
IV.6 Perspectives de recherche

IV.6.1 Mécanismes d’activation d’ARF6 par AT R et le TPgR

La multitude d’observations et d’interrogations qui ont été soulevées dans les
paragraphes précédents pourraient servir de points de départ dans I’élaboration de nouveaux
projets de recherche. En premier lieu, il serait intéressant d’étudier la cause des différences
entre les mécanismes d’activation de la GTPase ARF6 par AT R et le TPgR. Un premier
objectif serait de déterminer si I’activation de Gq est suffisante pour permettre I’activation
d’ARF6 par le TPgR ou si celle-ci requiert aussi la présence des Parrestines. Pour répondre a
celui-ci, je propose d’abord de bien caractériser la signalisation de chaque récepteur, c’est-a-
dire mesurer I’activation d’ARF6 ainsi que le niveau d’endocytose des récepteurs AT; et TPg

apreés avoir été stimulés par leurs ligands respectifs, qui sont I’Ang II et 1'U46619. Ces
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expériences pourraient étre réalisées dans des cellules HEK293 surexprimant ces récepteurs.
On pourra mesurer I'impact de la protéine G et des arrestines en répétant ces mémes
expériences dans des cellules dont le génome aura été édité par CRISPR pour éliminer
I’expression de G¢/11, et de la Barrl/2. De par nos résultats précédents, on suppose déja que le
retrait des protéines G n’aura pas d’effet sur ’activation d’ARF6 et ’endocytose du récepteur
AT,. Cependant, ces expériences seront primordiales afin de clarifier si I’activation d’ ARF6
par le TPgR et son endocytose sont controlées uniquement par Gq ou non. Les conclusions
possibles que ’on pourra tirer de ces expériences sont : que I’activation d’ARF6 par le TPgR
dépend uniquement de Gq, ou que celle-ci dépend d’une action conjointe de Gq et les

arrestines.

Un second objectif serait de vérifier si les différences structurelles entre les récepteurs
AT, et TPy seraient la cause des mécanismes d’activation d’ARF6 qui sont différents. Afin
d’élucider cette question, je propose la création de deux récepteurs chimériques. Le premier,
que I’on nommerait AT-TP, posseéderait la structure extracellulaire de I’AT;R et les résidus
intracellulaires du TPgR. Le second, que ’on nommerait TP-AT, posséderait la structure
extracellulaire du TPgR et les résidus intracellulaires de I’AT;R. Avec ces récepteurs
chimériques, on aurait donc la possibilité de vérifier si AT-TP est capable d’activer ARF6 et
de subir une endocytose dépendante de la protéine G4. D’autre part, on pourrait vérifier si le
TP-AT active ARF6 et s’internalise de facon indépendante de G4. Considérant que les RCPG
possedent quatre domaines intracellulaires (3 boucles et une queue), plusieurs autres
combinaisons chimériques pourraient étre créées afin de mieux cibler les régions qui sont
potentiellement responsables de moduler I’activation d’ARF6. Par exemple, on pourrait créer
un récepteur AT; ou il n’y aurait que sa seconde boucle intracellulaire et sa queue terminale
qui seraient remplacés par les résidus équivalents du TPgR. Enfin, s’il est démontré que les
différences structurelles existant entre AT, et TPgaffectent la dépendance du récepteur envers
Gq quant a Dactivation d’ARF6, on pourrait croire que ceux-ci activeraient G, de fagon
différente. Ainsi, il serait intéressant de comparer les changements de conformations de Gq
induits par la stimulation de I’AT|R avec I’AT-TPR, et le TPgR avec le TP-ATR. Ces
changements pourraient étre étudiés par BRET, en utilisant une paire Gq-RLuclI et Gy-GFP.

Des différences majeures dans les changements de ratios BRET entre les récepteurs pourraient
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suggérer que deux RCPG couplés a la méme protéine G peuvent activer celle-ci de fagons

différentes.

IV.6.2 Le trafic de G, et la signalisation localisée

De plus en plus d’études démontrent que certains RCPG couplés a G ont la capacité de
recruter celle-ci aprés leur internalisation et ce, au niveau de I’endosome (271). Il serait
intéressant de déterminer s’il y a des récepteurs couplés a G4 qui ont aussi cette capacité de
recruter cette GTPase dans des vésicules intracellulaires. Pour ce faire, on pourrait effectuer
un criblage sur une batterie de récepteurs couplés a Gy, dans lequel on teste I’effet d’un
inhibiteur de la dynamine (Dynasore ou Dyngo) sur la production de calcium apres stimulation
du récepteur. Les niveaux de production de calcium pourraient étre mesurés par
spectrophotométrie, a I’aide d’un colorant (Fura-2, Fluo-8) dont la fluorescence augmente
lorsqu’il est li¢ a cet ion. Ce criblage pourrait étre effectué en laboratoire, mais certaines
compagnies de recherche contractuelles offre aussi ce service pour les RCPG, nous permettant
potentiellement de tester plus de récepteurs. Selon les résultats obtenus, s’il y a des récepteurs
dont la production de calcium est réduite par I’inhibiteur de I’endocytose, ceux-ci seront
étudiés plus en détail. On peut apres cela tenter de vérifier par microscopie confocale s’il y a
colocalisation entre le récepteur candidat et la protéine G4 au niveau des endosomes. Pour
confirmer la présence de signalisation G4 intracellulaire, on peut aussi stimuler le récepteur
candidat avec son agoniste pour une courte durée de temps, suivi par un ringage des cellules.
Dans le cas ou il y aurait un signal Gq endosomal, on pourrait s’attendre au fait que la

production de calcium continue méme apres ringage de I’agoniste.

Une autre observation intéressante qui a été faite dans des cellules cancéreuses est le
fait que la forme mutée constitutivement active de G4 active ARF6 et catalyse sa propre
endocytose (235). Face a cette étude, on pourrait se demander si G4 agit bien par elle-méme ou
s’il elle agit a travers un récepteur. Etant donné qu’il a été démontré que certains RCPG
couplés a Gy forment un complexe avec les protéine G hétérotrimériques avant méme
I’activation du récepteur (272), on aimerait donc savoir si la forme consititutivement active de
Gq possede la capacité d’activer des RCPG. Pour ce faire, on pourrait observer les différents

effets causés par la surexpression d’un mutant constitutivement actif de Gq (Q209L), sur
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’activité d’un RCPG couplé a G4, comme par exemple I’ATR. D’abord, il serait important de
déterminer si la protéine G interagit bel et bien avec le récepteur en absence de ligand. Suivant
cela, on pourrait observer si G-Q209L entraine une phosphorylation du récepteur, en
immunoprécipitant celui-ci et en observant les niveaux de phosphorylation. On pourrait
ensuite vérifier si G-Q209L entraine une internalisation constitutive d’un certain pourcentage
de récepteurs AT, ainsi que I’activation constitutive de ses voies de signalisation. Enfin, si
Gg-Q209L affecte notre récepteur, il serait intéressant de voir comment celui-ci répond a un
agoniste et un antagoniste, et on pourrait aussi vérifier s’il y a des changements au niveau de
I’affinité pour ses ligands. Ces études pourraient étre utiles afin d’¢lucider les mécanismes

moléculaires derriere les pathologies causées par des mutations activatrices de la protéine Gg.

A un niveau plus fondamental, il serait finalement intéressant d’approfondir nos
connaissances sur la régulation spatiale de la signalisation cellulaire. L’objectif serait de
déterminer si les effecteurs d’une protéine varient selon la localisation de cette derniere. Pour
la kinase ERK par exemple, on pourrait générer des mutants constitutivement actifs de celle-ci
avec des domaines de localisation spécifiques a différents compartiments membranaires
(membrane, noyau, endosome, Golgi, réticulum endoplasmique). Par exemple, I’ajout d’un
domaine FYVE, présent dans les protéines endosomales telles qu’EEAI, localiserait la
protéine cible au niveau des endosomes en liant des molécules de Phosphatidylinositol-3-
phosphate. Apres cela, on pourrait essayer de déterminer les phosphoprotéomes spécifiques de
chacun de ces mutants par spectrométrie de masse, afin de définir les cibles de cette kinase

selon sa localisation.

IV.6.3 Role des ARFs sur les vaisseaux sanguins

Dans le cadre d’une pathologie comme I’Athérosclérose, il y a, au niveau des
vaisseaux sanguins, d’autres types cellulaires que les CMLV qui seront affectés par la
maladie. Ainsi, nous considérons qu’il est important de mieux définir les roles des ARFs dans
les autres types cellulaires qui sont impliqués dans ’homéostasie vasculaire : soit les cellules
endothéliales, les macrophages et les plaquettes. En premier lieu, il est important de considérer
I’effet des ARFs sur les cellules endothéliales parce qu’une réendothélisation du vaisseau

sanguin efficace aprés 1ésion attenue la croissance des plaques athéromateuse et diminue la
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chance de resténose aprés traitement par endoprothése. Une étude précédente de notre
laboratoire nous a révélé que la déplétion d’ARF6 et non celle d’ARF1 inhibait la migration
de cellules endothéliales stimulée par I’Endothéline-1 dans un essai de fermeture de plaie. Je
propose donc de pousser ces ¢tudes plus loin, en testant I’effet du NAV2729 (inhibiteur
d’ARF6), du LM11 (Inhibiteur d’ARF1-ARNO) et du SecinH3 (Inhibiteur des cytohésines,
ARF6 et ARF1) sur la migration des cellules endothéliales stimulées par différents ligands
(VEGF, CXCL12, Sérum). Il serait aussi intéressant d’observer 1’effet de ces inhibiteurs sur la
prolifération et la survie de ce type cellulaire. L’inhibition d’ARF1 dans les cellules
endothéliales aurait peut-étre des effets différents que dans les CMLV, parce qu’ARFI1 se
retrouve a la membrane plasmique dans ces cellules, tandis que dans les CMLV la localisation
de cette GTPase est restreinte a ’intérieur de la cellule.

D’autre part, la conversion des macrophages en cellules spumeuses est une étape
importante de 1’athérosclérose. Etant donné que cette conversion survient suite a
I’internalisation des LDL oxydées (oxLLDL) par les macrophages, et que les ARFs régulent le
trafic intracellulaire, il serait donc intéressant d’étudier I’effet des ARFs sur I’endocytose et
I’export du cholestérol dans la lignée cellulaire RAW264.7. Pour ce faire, on pourrait inhiber
ARF1 et ARF6 a réduisant leur I’expression a 1’aide de shRNA ou encore en utilisant les
inhibiteurs chimiques NAV2729, LMI11 et SecinH3. Pour mesurer la quantit¢ de LDL
internalisée par les macrophages, on traite les cellules avec des oxLDL couplés avec le
fluorochrome Dil, pour ensuite observer le niveau de fluorescence a I’intérieur des cellules par
microscopie confocale et encore de facon plus quantitative par cytométrie de flux. On peut
suggérer que I’inhibition des ARFs aura un impact négatif sur le trafic du cholestérol. Ces
expériences nous permettront ainsi de mieux comprendre 1’impact des ARFs sur la formation
de cellules spumeuses.

Un autre ¢lément qui contribue a la formation de la plaque athérosclérotique et au
processus de resténose est I’aggregation plaquettaire. En effet, les médecins prescrivent de
I’aspirine aux patients ayant recu une endoprothése afin de réduire le dégré de coagulation
sanguine dans celle-ci. Il serait donc d’intérét d’étudier le role des ARFs sur ’aggrégation
plaquettaire. Il y a déja quelques groupes qui se sont intéressés a ce sujet, ayant démontré que
I’inhibition d’ARF6 diminue 1’aggregation plaquettaire (273,274). Etant donné que
I’adénosine diphosphate (ADP) est un important agoniste de 1’aggrégation plaquettaire. Il
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serait intéressant d’étudier I’effet des GTPases ARF6 et ARF1 sur la signalisation médiée par
son récepteur, le récepteur purinergique P2Y (P2YR). On pourrait observer I'effet de
I’inhibition des ARFs sur I’endocytose et 1’activation des voies de signalisation en aval de ce
récepteur. Il serait aussi intéressant de décortiquer I’impact des voies Parrestine et Gg.

Enfin, I’effet des inhibiteurs des ARFs pourrait étre étudié dans des modéles animaux.
Par exemple, on pourrait traiter des souris déficientes en Apolipoprotéine E (ApoE -/-),
modele classique de 1’athérosclérose, avec le NAV2729, le LM11 et le SecinH3. Ces souris
seraient sur une diete avec un taux ¢€levé de maticres grasses, et apres sacrifice on pourrait
mesurer la taille des plaques athéromateuses ainsi que leur contenu. Ces expériences
permettront de comparer ’effet des différentes ARFs et aussi de vérifier si un traitement
chronique avec un inhibiteur d’ARF aurait des effets secondaires. Dans un aure ordre d’idées,
on pourrait aussi tester 1’effet des inhibiteurs d’ARF sur la resténose artérielle. Pour ce faire,
on induirait une lésion dans les arteres carotides de rats a I’aide d’un ballon monté sur un
cathéter. Les rats seraient traités avec les différents inhibiteurs d’ARFs jusqu’a 21 jours, pour
ensuite étre sacrifiés. Les aortes seraient fixées et coloriées a I’hématoxyline et a ’éosine a des

fins d’examination.

1V.6.4 Etudes générales sur les ARFs

Pour terminer, nous considérons que la recherche et le développement de nouvelles
molécules pouvant cibler les ARFs serait une piste de recherche intéressante. Contrairement
au reste des petites GTPases, les ARFs possédent une région bien définie la permettant de lier
ses effecteurs. Cette région serait donc une bonne cible potentielle pour le développement de
nouvelles thérapies. Etant donné qu’il existe déja un inhibiteur spécifique 8 ARF6 qui agit
indépendemment des ARF GEFs, je propose qu’on utilise les mémes méthodes de criblage a
haut débit avec nucléotides fluorescents qui permettront de développer un inhibiteur d’ARFI1.

Je propose aussi d’approfondir nos connaissances sur les ARFs, plus spécifiquement
les ARFs GAP. Celles-ci s’averent a étre plus importantes que les GEFs dans certains
procéssus cellulaires. Mieux comprendre le fonctionnement de celles-ci nous permettra aussi
de mieux comprendre le fonctionnement des récepteurs (qui activent les ARFs de facon
transitoire). Enfin, je suggeérerais d’étudier I’effet de I’inibition des ARF GAP sur le trafic des

récepteurs et leur signalisation.
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Conclusion

Pour conclure, nous avons tenté au cours de cette these de mettre en emphase le role
des ARFs dans la biologie du muscle lisse vasculaire. L’importance de ces petites GTPases
n’a pas seulement été démontrée dans la migration cellulaire, mais aussi dans la régulation
phénotypique des CMLV. Il y a encore beaucoup de mécanismes a ¢lucider afin de mieux
comprendre le fonctionnement de ces protéines, mais nous restons convaincus que 1’étude de
ces interrupteurs moléculaires est importante non seulement pour la science fondamentale,
mais aussi 1’¢laboration de cibles thérapeutiques.

Au-dela des ARFs, nous aimerions aussi mettre I’emphase sur I’importance du réle du
trafic intracellulaire dans la biologie de la cellule. Comme il a été observé dans la premicre
étude de cette these, c’est le trafic du récepteur AT; qui lui permet de signaler vers la
migration cellulaire. Dans la seconde, on suggere que c’est le trafic de la Paxilline qui lui
permet de former des complexes d’adhésions focaux. Ainsi donc, le trafic des protéines entre

les différents compartiments cellulaires est primordial pour le fonctionnement de la cellule.
« One of the major lessons in all of biochemistry, cell biology and molecular
medicine is that when proteins operate at a sub-cellular level, they behave in a

certain way as if they 're mechanical machinery.»

- James Rothman,

Lauréat du Prix Nobel 2013 (Médecine)
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