mll-270/.8

Université de Montréal

Purification et caractérisation d'un antigéne de la
membrane luminale endothéliale du poumon de rat

Etude biochimique et immunocytochimique de la
localisation de l'ECA dans le poumon de rat

par
Martin Co6té

Département de pathologie et biologie cellulaire

Faculté de Médecine

Meémoire présenté a la Faculté des études supérieures
en vue de l'obtention du grade de
Maitre €s sciences (M.Sc.)
en pathologie et biologie cellulaire

Décembre, 1998

“Martin Coté, 1998







Université de Montréal
Faculté des études supérieures

Ce mémoire intitulé :

Purification et caractérisation d'un antigéne de la
membrane luminale endothéliale du poumon de rat

Etude biochimique et immunocytochimique de la
localisation de I'ECA dans le poumon de rat

présenté par :

Martin Coté

a été évalué par un jury composé des personnes suivantes :

Victor GISIZET..........covvcvreieiiseeen e ooe oo PrEsident rapporteur
Jaeaues PRloment . oo su it s arsnens vmsbesasis Membre du jury
Lucian - Ghitesil e cmnibaissii e ammm o Directeur de recherche

Mémoire accepté le : ... 30023,



Table des matiéres

Tl es TIBEIETIR ot 5 . coveli v ai i wea o B SmAESE R bl M 640 ¢ RN S s e 1
LiSte deS FLEUIES ....ooiviiiireeeeeerieciieie ettt be e ene bbb v
Tamte deg tab BRI . i sizeiom .o STilaLini ir s wansar e de Aot SR 2T S S MRS e S8 WA 1 vii
Tste das ShrEVIRHIONR . /o simmamasenisus-ivsssms e tssssiomp sy oomenien s HERGT v s B WA s 93 mwrmsnsd viii
IRT5117¢ 3T 11 4 <3O PO PUURUR e SN PV PP 1X
2 IBIEGAOBIEION. ... ... Jsi7eives b v sysvon o o A A S e s a3 LR e SR B S o RATR 1
2 1. Endotehimm veasGlRile o ... oot cosein doniiatimsis - - - in it d s aaiisss oo sess s P RaiTERI0S 1
2.1.7. Structure générale de 'endothéllum . v.oe e cmrmssnimmsss e emssresnmenniass o 1
2.1.1.1. La polarisation de la cellule endothéliale....................c 2
2.1.1.2. La face luminale est négativement chargée ... 5

2.1.2. Endothélium de la microcirculation ............c.ovvvvviieeeeniiecmiiisnnineeee 7
2.1.2.1. Types d'endoth€lium ..o, i/
2.1.2:1 1 Bt DERGn SOIMIIEL wicy s e oo e ossm sbdoimit@iiamiadsss aibih sss rae i . 8

2:1.:%:1 2. Bodothsliumm, Pet@etle i e o cibiniinrisairsmo s st ieiives o 9

o-1:2. 15 Endotbéans diSenbtlim . ..o e s v maisimsigssssmansrn i 10

2.1.2.2. Puits et vésicules recouverts de clathrine....................o 11
2.1.2.3. Puits et vésicules plasmalemmals...................ooi 13

2.1.2.4. Microdomaines endoth@HauX ........ccoovviivreriiieiiie v 16



2.2 BniothEueg: puliiODBICES .oe e smimmmressiscesan e -oosee st vramntsntomanigssme miases 18
2.2.1. Lamembrane alvéola-Captllaire. ..o miaaniinimiennsiie o insisi 19
2.2.2. Perméabilité de 'endothélium pulmonaire ..............ccccoooviiiiininin. 20

2.3. Hétérogénéité des cellules endothéliales ..........ccooovmeoieiniiin, 22

3. Prommisssg SR PEDTEE. ... .oevvsrennresrcarnonrrs itssoions srypuses st Fas suca - oo« sk dms o caibey s 4RI 26

3.1. Purification des membranes luminales des cellules endothéliales pulmonaires27

3.2. Production et purification des anticorps monoclonaux..............ccoccoeeeeenns, 32
32X Terieen iSO O SOWEIE. v, carsrnassivsvianrmmseeon: -senets5000nsingmmsstares yimomrrsmspyava a3
3.2.2. Production des anticorps monoclonauX............cocoovvveriiiinciiiineininnn, 34
3.2.3. Analyse du sérum et des surnageants de culture.....................coo 36
3.2.4. Purification des anticorps monoclonauX ..........cuevveeeeeeiieenieeesiiineanee 37
3.2.5. Présentation des anticorps monoclonaux et de leur antigene ................ 39

3.3. Choix de l'antigéne et expériences préliminaires..............cccccooevveiiiieneee 40
3.3.1. Electrophorése en condition réductrice et non réductrice ...................... 4]
3.3.2. Biotinylation in situ de la surface luminale endothéliale........................ 42
3.3.3. Digestion de la gp170 par I'endoglycosidase ..., 45

4. Méthodologie et TESIHATS... ool e vimn dhiais s feaVaassbonims s borsiasat 47

4.1. Purification de I'antigéne 11B10 (gp170) en vue de son séquengage........... 47
4.1.1. Purification de la gp170 par chromatographie d'affinité...................... 48
4.1.2. Purification de la gp170 par électrophorese préparative en présence de

DR, s ovsowmansmmsmesn tmsm e B iz pqsna vRa=: € oprer B B G el Vg EEAAR B P -« - 3

4 2 THentification de Yastigene 1 HB310 oo iouiiimiine S i G ivs ivieidmia. 54

4.2 1 Théorie A SCUMCHIEHER . .ivw ot A has s s 4555 5ms <o o0 on VU ol AR 54

422 Seqisngape 38 1a Bul TR s i i cssmisaiisimmnis s ovfeass 2o nesnivafen o 33



it
4.3. Comparaison des caractéristiques biochimiques entre la gp170 et 'ECA ... 65

4.3.1. Détermination des poids moléculaires de 'ECA et de la gpl170............ 66
4.3.2. Points isoélectriques de 'ECA etdelagpl70..............cooin, 68
4.4. L'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) ... 75

4.5. Etude biochimique et immunocytochimique sur la localisation et la distribution

de I'enzyme de conversion de I'angiotensine dans le poumon de rat ............ 82

4.5.1. La purification des membranes luminales est la base de I'étude............. 82

4.5.2. Morphométrie et rendement de la technique de purification des membranes

e 1Yo e U T USRS — 83

4.5.3. ESSAIS CNZYMATIQUES .....eeeimmvreerireieiiiiieiiiee et e st a e 85

4.5.4. Immunobuvardage..........cccovieeiiiiirie e 90

4.5.5. Immunocytochimie post-enrobage ...........cccovivivriiieiiie e 94
4.5.6. Distribution des formes hydrophile et membranaire de 'ECA dans le

POTIRON IR PA 5. e b TR a5 5 S i 4 s S R - EAB 0655 98

4.5.7. Importance du développement du nouvel anticorps anti-ECA 11B10 pour

cette étude sur la localisation de 'ECA dans le poumon de rat............ 101

8 D ISR IO s sl s ot i S N 4 Y S i T R i B s S A e 103

. CONEINBIOR, (. mm. i s fur o i s-o TS mom S el a 5T - 5504w i w92 0+ 115

RETEIONICES ... oot Xiii

2 115 R0 (o) 0 01 1L ST T T U TP PP PRSPPI XXV



v

Liste des figures

Fig. 1.

Fig. 2.

Fig. 3.

Fig. 4.

Distribution des protéines de transport dans la cellule endothéliale d'un
capillaire du CEIVEaUL. ... 3

Schéma de la purification des membranes Juminales endothéliales............. 30

A)Particules de silice associées au front luminal des membranes endothéliales.
B-C)Préparation de membranes luminales purifiées toujours associées a la
siliee B 9591 T) HEFG D0U: eacies sesmeeasasns s sapiuns oo -mes ppmenspersastmazass 30

Présentation des 4 anticorps spécifiques a des protéines de la membrane
luminale endothéliale des poumons de rat. ...............oooiiiiii i, 40

Fig. 5. Poids moléculaire des antigénes 11B10 et 21D5 détectés par immunobuvardage
avec les anticorps spécifiques en conditions réductrice avec 640mM B-
mercaptoéthanol ou non r€dUCIFICE. ..........ccooiiiiiiiii i 42

Fig. 6. Biotinylation in situ des protéines de la membrane plasmique luminale
endothéliale du poumon de rat. ..........ccovivne i 44

Fig. 7. Effet de la digestion de l'antigéne 11B10 par 'endoglycosidase F. ............. 45

Fig. 8. Profil d'¢lution obtenu lors de la purification de I'antigene 11B10 par une
colonne de Concanavaline A immobilisée sur billes de Sépharose.............. 51

Fig. 9. Identification de la bande correspondant a I'antigene 11B10. A)Gel
d'acrylamide coloré en Coomassie B)Membrane de nitrocellulose incubée avec
Frtieoipa. S TR o e inuionttssbinutdmen an ooy st i i 446 6w e e e o 53

Fig. 10. Profil de masse de la gp170 apres digestion a la trypsine. .............c.......... 56

Fig. 11. Fractions obtenues aprés la chromatographie HPLC pour séparer les fragments

venant de la digestion a la trypsine. La fraction #8 a été choisie pour le
premier essai de séquengage puis la fraction #12 pour le séquengage des
[EBTTHEIIS 2L 3 ixnionsoaiionssimiprosiins i3 ssimisnqmencimonmoitass s inre o Earens sygusns 56



Fig. 12.

Fig. 13.

Fig. 14.

Fig. 15.

Fig. 16.

Fig. 17.

Fig. 18.

v
Analyse de masse de la fraction #8 ; 1 seul fragment. ........................... 56

Comparaison des fragments obtenus de la digestion de la gp170 et de

Analyse de masse de la fraction #12 qui montre la présence de 2 fragments. 62

Séquence compléte du précurseur de l'enzyme de conversion de l'angiotensine.
Les trois fragments séquencés de la gp170 sont soulignés. Les différents

domaines de I'enzyme mature et les sites importants de la molécule sont aussi
présentés. () : site potentiel de coupure de I'ECA par une sécrétase. ..... 62

Comparaison du poids moléculaire de l'antigene 11B10 avec celui de 'ECA
détecté par des anticorps anti-ECA connus. ... 67

Graphique démontrant la linéarité¢ du pH des fractions 1 a 20 obtenue suite a
la focalisation isoélectrique de la préparation €luée de la colonne de

Concanavalife A...........coovvvveiereiiiienirnerteee e e earaeaerrreraatsesssssisitasesesassesonns 71
Points isoélectrique de la gp170 détectée avec l'anticorps 11B10 et de I'ECA
détectée avec 'anti-ECA de lapin (Mab o ECA C-ter). ..o 4id,

Fig. 19. Comparaison des marquages obtenus par immunobuvardage sur des
préparations d'homogénats de poumon et de plexus choroide avec I'anticorps
L IB 10t AT A GO 5. svtit 4 it « 5 « 848 st S0 A 5 BT b 3 74
Fig. 20. Immunobuvardage avec l'anticorps 11B10 sur des préparations contenant 40
de protéines provenant d'homogénat de différents tissus........................... 74
Fig. 21. Immunofluorescence avec l'anticorps 11B10 sur des coupes de poumon, fait
au cryostat, montrant I'ECA localisée dans l'endothélium. ........................ 81
Fig. 22. Schéma de l'obtention des fractions P, et "Reste" a partir de I'homogénat de
POUITIONL. ...ttt et e s e e e e e e e e e b st e e s e e 82

Fig. 23.

Morphométrie. Photographie en microscopie électronique d'un poumon de rat
perfusé avec la silice permettant de mesurer les surfaces luminales tapissées
(T) ou non tapissée (NT) par lasilice. X 9441 ... 84



Vi

Fig. 24. Graphique montrant la linéarité de la relation entre la densité optique et la

Fig. 25.

Fig.

Fig

26.

27,

quantité de matériel mise sur la membrane de nitrocellulose.................... 91

Comparaison quantitative de la présence dECA dans la fraction P et dans la
fraction "Reste" obtenues a partir d'un homogénat de poumon perfusé avec la
silice colloidale. La quantification a été faite & l'aide de deux approches
différentes : une approche utilisant la méme quantité de protéines pour réfléter
la concentration d'ECA dans chaque fraction et une approche isovolumétrique
afin de démontrer la quantité d'enzyme de conversion de I'angiotensine
présente dans chaque fraction relativement a la quantité totale dans le tissu
PULIMOMNAITE. ......eieciciirireie e bbb 93

Immunocytochimie post-enrobage sur une coupe de poumon incubée avec les
anticorps 11B10 conjugués a des nanoparticules d'or colloidal et amplifiés a
l'argent. Agrandissement permettant de voir le marquage au niveau des parois
alvéolaires. Toutefois, ce dernier est moins dense que celui retrouvé dans le
IEHEE TETEHEIEL. . oovorssneeeimervanesnnnsanmmsesErvse supermsy ogoeiimsntiaion s pusagd Some s oveiiins 96

Immunocytochimie post-enrobage sur une coupe de poumon incubée avec les
anticorps 11B10 conjugués a des nanoparticules d'or colloidal et amplifiés a
l'argent. Photo a plus fort grossissement permettant de voir le marquage

spécifique sur les membranes endothéliales et dans certaines régions du milieu
TEGEEEIIEL, ..o oo reveme correne e B e P i Ak 0o AL 5 B2 i< B i b it 97

.28 Distribution des formes hydrophile et membranaire de I'ECA du poumon de

7.1 £ S A PR e TPy fogees ot 100

Fig. 29. Capacité de l'anticorps 11B10 de reconnaitre 'ECA hydrophile. De cetie

facon, il peut suivre le métabolisme de l'enzyme contrairement aux anticorps
spécifiques son extrémité C-terminale absente de la forme hydrophile. .. 102



vil
Liste des tableaux

Tableau 1. Comparaison entre les anticorps monoclonaux et polyclonaux ............. 32

Tableau 1. Concentration protéique des fractions obtenues lors des différentes
étapes de la chromatographie d'affinité avec la colonne de
ConcanavaliNe A ... ... 50

Tableau I11. Surface de 'endothélium marquée par la silice cationique.................. 85

Tableau IV. Distribution de I'ECA dans le poumon de rat déterminée par l'activite
ENZYINALIGUE. ...t etee et e e eee oo e ae et 89

Tableau V. Distribution de 'ECA dans le poumon de rat déterminée par
VPRI OIIVEIAEE conrmv. . ot et ias i st M o4 s SRS T s 93

Tableau V1. Distribution de la forme hydrophile et de la forme membranaire de
FECA. dans 1 poumion e Eah .. s wermmses - so.com. samsosssmissormes ssmmmssse s 100



viil
Liste des abréviations
ECA : Enzyme de conversion de I'angiotensine
BSA : Albumine de sérum de boeuf
Con A : Concanavaline A
DOC : Déoxycholate
Endo F : Endoglycosidase F
HHL : Hippuryl-Histidine-Leucine
HRP : Horse Radish Peroxidase
Mac : Anticorps monoclonal
P, : Fraction de membranes luminales endothéliales purifiées associées a la Silice
pl : Point isoélectrique
SDS : Sodium Dodécyl Sulfate (Lauryl Sulfate)
SDS-PAGE : SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

TX ou Triton : Triton X-100



1X
1. Sommaire

Dans le but d'étudier et de démontrer I'hétérogénéité de I'endothélium selon les
lits vasculaires, notre laboratoire a développé quatre anticorps monoclonaux contre des
antigénes de la membrane luminale des cellules endothéliales du poumon de rat. Ces
anticorps reconnaissent des glycoprotéines (gp) de 170KDa, 95KDa, 85KDa et 56KDa.
'objectif de ce projet de maitrise était d'identifier et de caractériser un de ces
antigénes. A la suite d'essais préliminaires en immunofluorescence et en
immunobuvardage suggérant que la glycoprotéine de 170KDa (gp170) fusse un
nouveau marqueur spécifique de l'endothélium pulmonaire, celle-ci a ét€ choisie afin
d'étre purifiée, séquencée, identifiée et caractérisée.

D'abord, la gp170 a été purifiée a l'aide de la chromatographie d'affinité utilisant
la lectine Concanavaline A immobilisée sur Sépharose et par €lectrophorése sur gel
d'acrylamide. L'identification de la protéine ainsi purifiée a été faite par une digestion
contrdlée avec la trypsine et par 'analyse de certains fragments résultants. Pour trois
de ces fragments, les séquences d'acides aminés ont €t¢ déterminées et compar€es avec
celles existant dans les banques de données. Les résultats de cette analyse ont permis
de conclure que la gpl70 était 'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA).

Malgré le fait que cette enzyme importante soit étudiée depuis longtemps, la
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caractérisation effectuée lors de ce projet a présenté des €léments nouveaux remettant

en cause les idées jusqu'a maintenant acceptées sur sa localisation.

L'ECA, reconnue longtemps comme étant un marqueur spécifique des cellules
endothéliales, est une enzyme membranaire importante pour son role dans le
métabolisme de certains agents vasoactifs. Des études ont démontré que les substrats
de I'ECA étaient métabolisés majoritairement dans les poumons. Par la suite, des
techniques d'immunofluorescence et d'immunocytochimie pré-enrobage ont contribué
a l'image généralement acceptée d'une localisation endothéliale luminale de I'enzyme.

Une technique de purification des membranes, utilisant des particules de silice
cationique, nous a permis d'isoler plus de 90% des membranes luminales de
I'endothélium pulmonaire. L'activité spécifique de 'ECA mesurée dans cette fraction
est de 2 a 4 fois supérieure a celle retrouvée dans I'homogénat ce qui démontre
l'enrichissement de I'enzyme au front luminal de l'endothélium pulmonaire. Cependant,
des études comparatives d'activité spécifique et d'immunobuvardage entre la totalité
du poumon, la fraction contenant les membranes luminales et la fraction dépourvue de
celles-ci, mais contenant le reste du tissu pulmonaire, ont démontré que seulement 5%
de 'ECA totale est associée et active a la surface luminale de I'endothélium pulmonaire.

Ces résultats sont appuyés par des tests en immunocytochimie post-enrobage

utilisant le nouvel anticorps anti-ECA, développé dans notre laboratoire, conjugué de
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maniére covalente a des nanoparticules d'or colloidal. La méthode montre une

localisation préférentielle de l'enzyme dans certaines régions du milieu interstitiel. De
plus, une technique de fractionnement et de partition en Triton X-114 révele qu'environ
50% de I'ECA pulmonaire est présente sous une forme hydrosoluble. Cette derniére
étude valide la localisation de l'enzyme dans le milieu interstitiel démontrée par
I'immunocytochimie post-enrobage.

Les résultats de ce travail lancent une nouvelle idée sur la localisation de
J'enzyme dans le poumon. La localisation de I'ECA dans le milieu interstitiel nous
oblige & revoir ses réles, ses fonctions et surtout ses mécanismes d'action pour le
métabolisme des agents vasoactifs circulants dans le sang. Les réponses a ces
questions dépassent les objectifs de ce travail et n'ont pas été abordées. Toutefois, la
compréhension des mécanismes d'action de cette enzyme importante ne peut étre

compléte sans approfondir la piste lancée par le présent travail.

Mots clés : endothélium, hétérogénéité, marqueur, poumon, rat, anticorps
monoclonaux, silice cationique, membranes luminales, purification, chromatographie
d'affinité, séquencage, enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA), caractérisation,
focalisation isoélectrique, activité spécifique, immunobuvardage, immunocytochimie

post-enrobage.



2. Introduction

2.1.Endothélium vasculaire

Les vaisseaux sanguins, responsables du transport du sang dans l'organisme, se
divisent en trois segments : les artéres, les capillaires et les veines. Ces trois
composants vasculaires sont trés différents tant du point de vue morphologique que du
point de vue fonctionnel. 1ls different au niveau de leur longueur, de leur diametre et
au niveau de I'épaisseur et de la composition de leur paroi (1). Clest cette paroi qui
confére aux vaisscaux leurs particularités et leurs fonctions. L'élément le plus
important de la paroi vasculaire, 'endothélium, est partagé par tous les segments, mais

n'est pas identique a travers tout le réseau vasculaire.

2.1.1.Structure générale de I'endothélium

Méme s'il est intégré de facon intime aux tissus irrigués, 'endothélium des
vaisseaux sanguins peut étre considéré comme un tissu distinct a cause de ses
nombreuses fonctions spécifiques. 11 est responsable de plusieurs activités
physiologiques : la régularisation de 'homéostasie par le controle de la perméabilité,

le transport, la synthése et le métabolisme de plusieurs substances (2). 11 est aussi
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impliqué dans la réponse inflammatoire, dans le tonus et la croissance vasculaire (1).

'endothélium est un épithélium spécialisé compos¢ d'une seule couche de
cellules pavimenteuses, fortement amincies (0.1 a 0.5um d'épaisseur) et jointes par des
jonctions intercellulaires serrées. Elles tapissent I'intérieur des vaisseaux sanguins,
lymphatiques et des cavités cardiaques. /n situ, les cellules endothéliales ont une forme
polygonale (10-15um de large et 25-40pm de long) orientées selon I'axe des vaisseaux
sanguins. Cette orientation est probablement due a l'effet d'entrainement par la

circulation sanguine.

2.1.1.1.La polarisation de la cellule endothéliale

La cellule endothéliale est une cellule polarisée, donc asymétrique. La face
luminale est exposée a la lumiere des vaisseaux donc, en contact avec le sang, alors que
J'autre face, le coté abluminal, est en contact avec la lame basale et le liquide interstitiel
du tissu irrigué. Cette polarisation permet & 'endothélium de jouer un role important
dans l'échange entre le sang et le tissu.

La polarisation de la cellule endothéliale est accompagnée par une asymetrie de
composition moléculaire entre les domaines luminal et abluminal de la membrane

plasmique. Par exemple, les protéines membranaires d'adhésion entre les cellules
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adjacentes ou entre les cellules et la lame basale ne se retrouvent qu'a la membrane

basolatérale.

L'asymétrie moléculaire entre les deux poles cellulaires peut étre qualitative ou
quantitative. En effet, il peut y avoir des protéines présentent uniquement a I'une des
faces de la cellule alors que d'autres se retrouvent sur les deux faces, mais a des
concentrations trés différentes. La figure 1 donne un exemple d'hétérogénéité

d'expression de certaines protéines entre les deux poles cellulaires (4).

INTERSTITILUM

Fig. 1. Distribution des protéines de transport dans la cellule endothéliale d'un capillaire
du cerveau. TFR : récepteur Transferrine.

Dans les capillaires du cerveau, certaines protéines responsables du transport
actif des ions, dont les transporteurs antiports H'/Na" et symports K'/CI/Na" qui

permettent de transporter les ions sodium du sang vers lintérieur de la cellule
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endothéliale, sont uniquement exprimées a la membrane endothéliale luminale. II en

est de méme pour le récepteur Transferrine qui permet I'absorption de fer par la cellule
(Fig.1). D'autres protéines, dont la pompe Na'/K* ATPase, qui permet la sortie de Na*
de 1a cellule vers le milieu interstitiel, et certains transporteurs symports comme les
Na'/acides aminés (glutamate, glycine), qui permettent l'entrée des acides amines du
milicu interstitiel vers l'intérieur de la cellule, sont uniquement exprimées a la
membrane plasmique abluminale (Fig.1). Enfin, d'autres protéines membranaires sont
présentent dans les deux poles, mais a des concentrations différentes. Par exemple, la
E-sélectine, protéine impliquée dans les intéractions entre l'endothélium et les
leucocytes, est exprimée de fagon prédominante & la face luminale des cellules
endothéliales des veines ombilicales humaines ; néanmoins elle est aussi présente a la
face abluminale de ces mémes cellules (5).

L'endothélium maintient une composition biochimique distincte entre ses deux
poles grice aux jonctions serrées intercellulaires qui empéchent la diffusion des
protéines membranaires entre les deux faces cellulaires. Un autre mécanisme par
lequel les protéines sont confinées & un domaine de la membrane plut6t qu'a un autre
est l'association de ces protéines a des éléments du cytosquelette ou a d'autres
molécules intra ou extracellulaires ce qui les restreint & un site fixe dans la membrane.

En plus, elles peuvent former des agrégats avec d'autres protéines membranaires ou



avec des protéines identiques ce qui limite leur déplacement dans la membrane.

2.1.1.2.La face luminale est négativement chargée

En plus d'avoir des différences majeures dans la composition de leur membrane,
les deux podles de la cellule endothéliale montre une différence morphologique
importante. En effet, la face luminale des cellules endoth¢liales montre un manteau
flou de 10 a 20nm d'épaisseur lorsque colorée par le rouge de ruthénium. Cette couche
s'étend dans les espaces intercellulaires jusqu'aux jonctions serrées et dans les
vésicules. Elle est appelée couche endo-endothéliale (6) ou glycocalyx (7). Elle est
composée principalement de glycosaminoglycanes (8,9,10), sécrétées par les cellules
endothéliales (11,12), et d'oligosaccharides appartenant aux glycoprotéines et aux
glycolipides de la membrane cellulaire (13,14,15). Cette couche est toujours présente
méme aprés la perfusion des vaisseaux (2) ce qui démontre un fort attachement de ces
molécules a la membrane luminale des cellules endothéliales.

La présence du glycocalyx fait en sorte que la surface luminale des cellules
endothéliales est négativement chargée a cause de la présence importante des
sialoconjugués (16,17,18) dont la podocalyxine retrouvée dans plusieurs lits

vasculaires comme les poumons, le cceur, les reins, le cerveau, le pancréas, l'aorte,



6
l'intestin gréle, le foie et larate (7). Cette charge négative a la surface de l'endothélium

est un élément important puisqu'elle joue un role physiologique majeur. Elle réduat
l'adhésion des cellules en circulation dans le sang sur la surface de I'endothélium et
repousse les protéines majoritairement anioniques du plasma sanguin. La charge
négative a la surface de I'endothélium est ainsi responsable d'une fonction importante
de 'endothélium, c'est-a-dire jouer le role d'élément anti-thrombotique.

Cependant, comme il sera détaillé davantage plus loin, la répartition de cette
charge n'est pas homogene sur toute la surface de l'endothélium. Certains sites de la
surface ne sont pas chargés ce qui permet l'adsorption de plusieurs protéines solubles
du le sang. Cette adsorption a la surface de I'endothélium influence sa perméabilité
pour certaines molécules puisqu'elle limite l'acces physique de celles-ci aux sites de
passage transendothélial et aux récepteurs. Des exemples de protéines adsorbées a la

surface luminales seront donnés a une section ultérieure.



2.1.2.Endothélium de la microcirculation

La structure générale de l'endothélium de la microcirculation est semblable a
celle de I'endothélium des autres segments vasculaires. La différence se fait surtout au
niveau de la concentration de certaines structures qui est plus grande dans les cellules
endothéliales de la microcirculation. Ceci vient du fait que contrairement aux gros
vaisseaux, les capillaires de la microcirculation ne servent pas uniquement de conduits
pour la circulation du sang. En effet, leur role prépondérant est celui de faciliter et
controler les échanges entre le sang et le tissu. Les spécialisations de I'endothélium de
la microcirculation ont pour but de faciliter 1'absorption et le transport des molécules

entre le sang et le tissu.

2.1.2.1.Types d'endothélium

A travers le systéme circulatoire, l'endothélium montre des différences
morphologiques majeures qui permettent de définir trois types importants de cellules
endothéliales : continues, fenestrées et discontinues. Selon l'organe et la fonction
spécialisée que I'endothélium joue dans celui-ci, un type de cellules endothéliales est

privilégié.



2.1.2.1.1.Endothélium continu

L'endothélium continu est le plus répandu et se retrouve dans les gros vaisseaux,
les artéres, les artérioles, les veines et les capillaires de la peau, des muscles, du
systéme nerveux central, du mésentére et des poumons. Cet endothélium, de 0.2 a
0.3um d'épaisseur (2), est surtout caractérisé par le fait que le corps cellulaire de la
cellule endothéliale repose sur une lame basale continue et forme ainsi une barricre
ininterrompue entre le sang et le tissu. De plus, les cellules endothéliales de ce type
montrent une densité plus importante de vésicules de transport et de canaux
transendothéliaux que les autres types (1,2). Le réle de ces vésicules est de faciliter le
transport de liquides et de molécules solubles a travers la couche endothéliale.

Les cellules endothéliales du type continu sont réunies latéralement entre elles
par des jonctions serrées (1). Cependant, ces jonctions sont considérées incomplétes
dans la plupart des cas si on fait la comparaison avec les jonctions serrées des
épithéliums ordinaires. En effet, elles laissent des espaces appelces fentes
intercellulaires assez grandes pour permettre le passage d'une certaine quantité¢ de
liquide, d'ions et de molécules de petite taille (2).

Toutefois, l'endothélium continu de certains organes, dont l'encéphale, le
placenta et la rétine, n'a pas de fentes intercellulaires ce qui augmente son ¢tanchéite

et lui confere le role de barriére trés sélective (barriere hémato-encéphalique ou
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placentaire) (1). Ce type de barriére contribue au contréle trés minutieux de

I'homéostasie dans ces tissus.

2.1.2.1.2.Endothélium fenestré

Le second type d'endothélium, I'endothélium fenestré, est plus mince (0.05 a
0.1um d'épaisseur) et se distingue par le fait que le corps de la cellule endothéliale est
percé de pores ovales appelés fenestrations. Ces fenestrations, réparties au hasard sur
la surface ou regroupées en plaques dans des régions de l'endothélium, sont formées
par le rapprochement et la fusion des membranes cellulaires des deux péles. Elles
constituent ainsi un type particulier de pores qui traversent l'endothélium (2). Elles
sont visibles en microscopie électronique sur une coupe transversale parce qu'elies
forment des espaces de 60 a 80nm de diametre le long de la membrane cellulaire. Les
fenestrations peuvent ou non étre refermées par un diaphragme tres mince (6-8nm
d'épaisseur) vu en microscopie électronique comme une pellicule simple, dense aux
électrons, avec une tache centrale de 10 a 15nm. Les diaphragmes sont faits de
macromolécules fibrillaires comme la protéoglycane héparane sulfate qui confere aux
diaphragmes une forte charge anionique.

Les fenestrations, méme avec leur fermeture partielle par des diaphragmes,
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augmentent la perméabilité des capillaires aux liquides et aux molécules solubles.

L'endothélium fenestré se trouve dans les organes ou se produit un trafic important de
molécules entre le sang et le tissu comme dans les capillaires de la muqueuse
intestinale, les glandes endocrines, le plexus choroide et les glomérules et les tubules

rénaux (1, 19).

2.1.2.1.3.Endothélium discontinu

Le dernier type d'endothélium est appelé sinusoide ou endothélium discontinu,
1l se trouve dans le foie, la moelle osseuse et la rate. La lumiére des capillaires
discontinus est généralement irréguliére. Les jonctions serrées sont moins nombreuses
que dans les endothéliums continus donc les fentes intercellulaires sont beaucoup plus
larges. Elles sont suffisamment larges pour permettre en partie aux grosses molécules
protéiques et méme aux érythrocytes de passer du sang au tissu environnant et vice
versa. Cependant, ce type d'endothélium se caractérise surtout par la présence de pores
de grandes tailles, non fermés par des diaphragmes, regroupés dans des régions de la
membrane cellulaire endothéliale appelées "plaques filtrantes". Ces pores permettent
le passage facile des cellules et des macromolécules d'un coté a l'autre de

I'endothélium.
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Le role de ce type de capillaires est d'augmenter la rapidité de la filtration et de

la décontamination du sang. En effet, sur les cellules endothéliales de ce type de
vaisseaux, on retrouve de gros macrophages mobiles (dans le foie ils sont appelés
cellule de Kupffer) dont les prolongements s'intercalent dans les fentes intercellulaires
jusqu'a la lumiére des vaisseaux. Ceux-ci peuvent capter les fragments des cellules
mortes et les microorganismes circulants dans le sang. De cette fagon, les bactéries
intestinales ou celles qui entre dans la circulation lors des blessures sont éliminées du
sang lors de leur passage dans le foie ou la rate (1). Les cellules de Kupffer du foie
font méme partie de la paroi vasculaire des sinusoides tellement I'espace entre les

cellules endothéliales est large.

2.1.2.2.Puits et vésicules recouverts de clathrine

Les cellules endothéliales des endothéliums continus (20), fenestrés (21,22) et
discontinus (23) possédent a la surface cellulaire des structures appelées puits ou
vésicules recouverts. Ces structures de 80 a 120nm de diamétre sont présentes des
deux cotés de la cellule et peuvent représenter plus de 2% de la surface totale (2,3). Le
composant biochimique principal de ces structures est la clathrine. Cette derniere est

un complexe protéique formé de trois longues chaines peptidiques et de trois autres
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plus courtes ce qui forment une structure a trois pieds appelée triskelion. Les

triskélions se rassemblent pour former un réseau d'hexagones et de pentagones qui
enveloppe la membrane des puits et des vésicules du cte cytoplasmique.

Lors de la formation des puits recouverts, certaines protéines membranaires et
cytoplasmiques sont nécessaires pour la jonction entre la membrane plasmique et les
molécules de clathrine. On considére que la présence de ces dernieres sur la membrane
plasmique crée les forces mécaniques responsables de son invagination, de la fermeture
des vésicules et de leur détachement de la membrane plasmique.

Ces structures sont impliquées dans les mécanismes d'endocytose spécifique par
I'intermédiaire de récepteur et dans I'endocytose de molécules solubles dans les liquides
piégés lors de la fermeture des vésicules. Ensuite, elles suivent la voie endocytaire vers
les endosomes (3). A partir de 13, les molécules sont acheminées vers les lysosomes
pour étre dégradés alors que plusieurs récepteurs sont retournés vers la membrane
plasmique. L'entrée de LDL dans les cellules endothéliales est un exemple d'une telle
voie d'endocytose (24). Les vésicules qui bourgeonnent du réseau trans-golgien et
fusionnent avec les endolysosomes pour y déverser les enzymes lysosomiales sont aussi
recouvertes de clathrine. Il en est de méme pour les vésicules impliquées dans le

recyclage membranaire.



2.1.2.3.Puits et vésicules plasmalemmals

Le role principal de I'endothélium est la régulation des échanges de molécules
entre le sang et le tissu dans les deux directions. Plusieurs théories ont été avancces
pour expliquer les mécanismes de cette régulation. D'une part, les molécules
pourraient étre absorbées dans la cellule par l'intermédiaire des vésicules recouvertes
de clathrine. Une fois ces vésicules fusionnées avec les endosomes, les molécules
ayant un signal approprié pourraient étre récupérées par des vésicules de transport
destinées au c6té¢ abluminal de la cellule (3). D'autre part, certaines molécules
pourraient passer par les fentes intercellulaires de 6nm. Cependant, ces mécanismes
sont peu utilisés pour les échanges a travers l'endothélium. Pour les endothéliums de
la microcirculation, les échanges de molécules entre le sang et le liquide interstitiel se
font surtout par l'intermédiaire de vésicules non recouvertes de clathrine. Ces vésicules
appelées vésicules plasmalemmales, cavéoles, vésicules pinocytiques ou vésicules de
transport, sont fortement concentrées dans les cellules endothéliales de type continu de
la microvascularisation (19).

Ces vésicules de 60 a 80nm de diamétre se retrouvent soit en contact avec la
membrane cellulaire ou libre dans la cellule. Lorsqu'en contact avec la surface
cellulaire & I'un des poles de celle-ci, la membrane de la cellule est en continuité avec

celle de la vésicule ce qui forme une invagination ouverte vers le milieu extracellulaire
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(20,25,26). Ces puits ouverts ont un cou court et leur ouverture, de 20 a 40nm de

diameétre, peut étre fermée ou non par un diaphragme fibrillaire trés mince (6-8nm
d'épaisseur) avec un bouton central plus dense en microscopie électronique (2).

Lorsqu'elles sont libres, ces vésicules pourraient voyager entre les deux fronts
cellulaires. Elles pourraient également fusionner entre elles pour former des canaux
transendothéliaux (28). Ces canaux peuvent aussi étre fermés ou non par des
diaphragmes. Contrairement aux diaphragmes qui recouvrent les fenestrations de
I'endothélium fenestré, les diaphragmes des vésicules et canaux transendothéliaux n'ont
pas de charges négatives (2).

Le grand nombre de vésicules et de puits plasmalemmals peut doubler la surface
endothéliale capillaire. La densité des cavéoles varie selon l'organe, le type de segment
vasculaire et méme entre différents endroits d'un méme segment. Malgré 1'aspect lisse
de la membrane des cavéoles en microscopie €lectronique, celle-ci montre un
recouvrement de sa face cytoplasmique lorsqu'elle est examinée par la technique de
cryodécapage. La protéine dominante de ce recouvrement est un polypeptide de 21KD
appelé cavéoline. Son role est encore incertain, mais elle pourrait jouer essentiellement
le méme rdle que la clathrine, c'est-a-dire offrir une force mécanique suffisante pour
déformer la membrane plasmique et permettre la formation des vésicules.

En plus de la cavéoline, il y a d'autres protéines associées a ces vésicules.
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Certaines de ces protéines, dont les GTPases vSNARE et VAMP-2, I'annexine II et IV

et le facteur de fusion NSF, sensible a l'agent NEM (N-¢thylmaleimide), avec sa
protéine de liaison SNAP, sont impliquées dans différents aspects de la formation des
vésicules jusqu'a la fusion homotypique avec les membranes cellulaires (27).

Ces vésicules sont utilisées pour le transport transendothélial de plusieurs
molécules (2). Des études suggerent que le chargement de ces puits se fait par
diffusion simple (29, 30). Dans ce cas, l'ouverture des puits sur l'extérieur de la cellule
permet leur chargement, suivi par leur internalisation, la séparation de la membrane
plasmique et la formation des vésicules. Ensuite, ces vésicules voyagent dans le
cytoplasme de la cellule et fusionnent avec la membrane plasmique a l'autre pole. Ceci
permet le relichement des molécules de l'autre c6té de la couche endothéliale. D'autres
études ont démontré que les cavéoles permettaient la concentration de molécules dans
des microdomaines de la surface cellulaire. La pompe calcique de la membrane
plasmique est localisée dans les cavéoles (32).

Malgré le fait que les cavéoles soient des organites ubiquitaires et qu'elles
montrent une morphologie semblable dans tous les types cellulaires, les fonctions qui
lui sont attribuées différent. Dans les fibroblastes, elle est impliquée dans la
potocytose, un mécanisme par lequel la cellule concentre le méthyl tétrahydrofolate

pour le faire passer a travers la membrane plasmique (31). Chez les cellules
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musculaires, elle permet la concentration de la pompe calcique ATPase qui joue un rdle

important dans la régulation de la concentration intracellulaire de calcium pour faciliter
la contraction de la cellule (32). Dans les cellules endothéliales, ces structures sont
associées au transport transendothélial de plusieurs macromolécules. Les différents
roles des vésicules plasmalemmales soulévent des questions sur les mécanismes qui
permettent 4 un organite morphologiquement identique et de composition biochimique
semblable (cavéoline, protéines de fission et de fusion) de remplir des fonctions tres

différentes.

2.1.2.4.Microdomaines endothéliaux

En plus des différences morphologiques majeures, l'endothélium montre de fines
variations entre les différents organes et surtout a l'intérieur d'un méme segment
capillaire du méme organe. Ces variations comprennent la distribution inégale des
charges électrostatiques dans des microdomaines plasmalemmals (33,34), la
distribution des glycoconjugués a la surface cellulaire (35,36,37,38,39) et I'expression
particuliére de plusieurs enzymes et transporteurs transmembranaires (40,41,42,43) a

certains sites de la membrane plasmique.
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La distribution hétérogéne des charges électrostatiques sur le front luminal des

cellules endothéliales montre des différenciations locales (28) :
a-la membrane cellulaire est chargée négativement
b-le diaphragme des vésicules et des puits plasmalemmals et des canaux
transendothéliaux n'ont pas de sites anioniques
c-les diaphragmes des fenestrations présentent une plus grande densité de charges
anioniques que le reste de la membrane plasmique
Cette hétérogénéité crée des microdomaines a la surface endothéliale ce qui
module I'adsorption de molécules. 11 a été démontré, in vivo, que plusieurs protéines
du plasma sanguin étaient adsorbées a la surface endothéliale (44). Parmi elles, on
retrouve 1'alpha,-macroglobuline (inhibiteur de protéases) (45), 'albumine (46), la
lipoprotéine lipase qui est la principale hydrolase des lipoprotéines triglycérides, le
fibrinogeéne, I'héparine et I'élastase (2). De plus, beaucoup de facteurs de coagulation,
synthétisés et relchés par les cellules endothéliales, sont adsorbés a la surface des leur
exocytose : le facteur VIII (facteur anti-hémophylique), la thrombospondine et le
facteur de von Willebrand qui active les plaquettes (2).
En plus, les microdomaines permettent de concentrer certaines molécules du
sang a la surface cellulaire endothéliale pour augmenter l'efficacité de l'endocytose et

du transport de ces molécules. Pour I'endocytose spécifique, 'augmentation de la
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densité de certains récepteurs permet d'augmenter les chances de contact entre le

récepteur-transporteur et son ligand.

2.2.Endothélium pulmonaire

L'endothélium pulmonaire, en plus de posséder la plupart des caractéristiques
mentionnées plus haut, a des spécialisations qui lui permettent de remplir des fonctions
uniques. 1l est responsable des échanges gazeux en plus d'étre un site privilégié pour
le métabolisme de plusieurs molécules. En effet, le flux sanguin que regoit le poumon,
la surface totale couverte par I'endothélium pulmonaire, environ de 5 X 10°a7X 10°
cm” chez 'Homme (19) et le fait que le poumon posséde a lui seul pres de 1/7 de la
quantité totale des cellules endothéliales du corps, font de cet endothélium le site
principal d'activation et d'inactivation de plusieurs molécules vasoactives (28).

De plus, l'activité de l'endothélium pulmonaire régularise la composition du sang
artériel systémique, affecte la fonction de ciblage de certaines molécules vers les
organes, contribue au maintien de 'noméostasie, voit a la bonne marche des réactions

immunitaires et module le tonus vasculaire local et systémique (47).
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2.2.1.La membrane alvéolo-capillaire

La structure essentielle du tissu pulmonaire est la membrane alvéolo-capillaire.
Cette structure forme la paroi qui sépare un capillaire pulmonaire des alvéoles
adjacents. C'est a ce niveau que s'effectuent les échanges gazeux entre le sang et les
alvéoles. La barriére air-sang est composée de trois couches : la cellule €pithéliale
alvéolaire, une lame basale et la cellule endothéliale capillaire. Les cellules épithéliales
sont des pneumocytes de type I qui tapissent l'intérieur des alvéoles et forment un
épithélium pavimenteux simple. Ces cellules reposent sur une couche basale qui est
fusionnée avec la membrane basale de I'endothélium. L'endothélium de type continu
est le dernier élément de cette barriere air-sang.

A cause de son implication dans la barriére alvéolo-capillaire, la premiére
spécialisation de l'endothélium pulmonaire est d'abord morphologique. La portion de
la cellule endothéliale qui compose cette barriére est environ dix fois plus mince que
I'endothélium de type continu normal, environ 0.03um d'épaisseur. Cette portion de
la cellule endothéliale, contrairement a la portion faisant face au tissu pulmonaire, est
appelée avésiculaire a cause de 1'absence de vésicules de transport (28). Les échanges
gazeux se font par diffusion simple, a travers la membrane alvéolo-capillaire.
L'oxygene diffuse des alvéoles au sang alors que le gaz carbonique emprunte le chemin

inverse, du sang aux alvéoles. La grande majorité des éléments cytoplasmiques de la
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cellule endothéliale, dont le noyau, le réticulum, le Golgi et les mitochondries, se

retrouvent dans la portion de la cellule qui ne compose pas la membrane alvéolo-
capillaire. Ceci permet d'amincir davantage cette structure et ainsi faciliter les

¢changes gazeux.

2.2.2.Perméabilité de I'endothélium pulmonaire

L'endothélium pulmonaire est un tissu plastique qui modifie ses structures pour
changer sa perméabilit¢ en fonction des conditions environnantes. Par exemple, lors
d'cedéme pulmonaire, l'endothélium change considérablement sa structure pour
modifier sa perméabilité aux ions et son coefficient de filtration face a certaines
molécules. La perméabilité de 'endothélium pulmonaire est accrue par l'augmentation
significative du nombre des vésicules de transport (2,3).

La présence du glycocalyx, une structure fortement polyanionique, semble jouer
un role majeur dans la perméabilit¢ de l'endothélium du poumon aux molécules
solubles. 1 est maintenant connu que de nombreuses protéines du plasma interagissent
avec les sites anioniques de l'endothélium capillaire pulmonaire. Cette adsorption de
molécules plasmatiques sur le glycocalyx modifie la perméabilit¢ de la cellule

endothéliale aux petites molécules et a plusieurs macromolécules solubles (44,48). Les
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protéines adsorbées réorganisent et rendent plus dense le réseau de glycoprotéines et

de glycosaminoglycanes (44,49). Elles modifient la surface endothéliale diminuant ou
augmentant ainsi l'accessibilité a certains domaines membranaires d'ou la modification
de la perméabilité face a certaines molécules (49).

Cependant, malgré le fait que l'adsorption protéique a la surface de
l'endothélium de la membrane alvéolo-capillaire ne semble pas €tre différente de celle
a la surface de l'endothélium du coté tissulaire (44), on note une différence majeure
dans la régulation de la perméabilité cellulaire entre ces deux portions de la cellule
endothéliale pulmonaire. Cette différence de perméabilité peut étre due au fait que du
coté air-sang, la cellule endothéliale est trés amincie de sorte qu'il n'y a pas de vésicule
de transport. Dans cette portion de la cellule, il y a presque exclusivement des
échanges gazeux qui se font par diffusion simple.

Contrairement a cette portion de la cellule endothéliale, le coté tissulaire de la
cellule posséde des vésicules de transport. Les échanges des macromolécules entre le
sang et le tissu pulmonaire y impliquent des mécanismes de transport plus complexes
ce qui requiert la participation d'éléments biochimiques particuliers. Clest ce qui
explique la présence des vésicules de transport observées du coté tissulaire de la cellule

endothéliale pulmonaire.
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2.3.Hétérogénéité des cellules endothéliales

La caractéristique unique des cellules endothéliales est d'avoir de nombreuses
fonctions et des traits morphologiques communs en plus de démontrer une immense
hétérogénéité. Les cellules endothéliales dérivent d'un précurseur commun, les
angioblastes. Certains marqueurs sont présents dans tous les types d'endothéliums.
Parmi ceux-ci, on retrouve les protéines de jonctions tel que la cadhérine et certains
récepteurs dont le flk-1/KDR, récepteur tyrosine kinase spécifique du VEGF (vascular
endothelial growth factor), qui a un role important dans la prolifération vasculaire.

Toutefois, une catégorie de marqueurs nécessite un environnement spécifique
pour étre exprimée. Ces marqueurs sont présents uniquement dans certains lits
vasculaires, dans certaines circonstances et en concentrations différentes selon l'origine
tissulaire. Parmi les marqueurs induits de fagon spécifique, il existe deux classes. Il
y a des marqueurs spécifiques exprimés de fagon constitutive comme le récepteur Glut-
1 exprimé dans la membrane endothéliale du cerveau (50,55), la LuECAM, une
molécule d'adhésion spécifique aux cellules endothéliales des veines pulmonaires
(51,55), la Hevin, une protéine anti-adhésive retrouvée uniquement dans I'endothélium
spécialisé des veinules (52,55), et l'enzyme de conversion de I'angiotensine que 'on
retrouve dans I'endothélium de plusieurs lits vasculaires : le rein, testicule, poumon,

mais en concentration différente selon le site d'expression (53,54,55).
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Les mécanismes qui permettent aux cellules endothéliales de prendre différentes

voies de différenciation ne sont pas connus. Un déterminant majeur est
l'environnement local dans lequel les cellules endothéliales vont se différencier, croitre
et surtout leur interaction avec les cellules environnantes. Cette interaction peut se
faire par un contact direct entre deux cellules adjacentes, par la synthese et
l'organisation de la matrice extracellulaire sur laquelle elles se développent et par
l'intermédiaire de molécules solubles sécrétées par des cellules voisines ou plus ou
moins ¢loignées. Des molécules de jonctions intercellulaires et des récepteurs
transferent les signaux venant de l'extérieur vers l'intérieur de la cellule. Ce transfert
d'information peut induire l'activation ou l'inhibition de certains génes pour moduler
l'expression de protéines et ainsi conférer de nouvelles fonctions a la cellule (55).

La plupart des caractéristiques spécialisées sont induites durant le
développement alors que les endothéliums adultes n'ont pas la méme susceptibilité aux
différents facteurs de différentiation. Toutefois, l'endothélium adulte, malgré la
stabilité de ses propriétés constitutives, peut changer de phénotype et de fonction suite
a l'activation de certains génes ou la suppression d'autres par des cytokines solubles ou
par des facteurs de croissance libérés par les cellules adjacentes et ce, plusieurs fois
dans sa vie. Les marqueurs exprimés seulement lors d'un changement de phénotype

font partie de la seconde classe de marqueurs spécifiques.
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Un exemple d'un changement de phénotype est observé lors de la croissance

tumorale durant laquelle les cellules endothéliales sont transformées et adoptent
d'autres propriétés dont la perte d'inhibition de croissance par contact intercellulaire et
l'acquisition de propriétés invasives par le relachement de protéases (55). Ces
caractéristiques sont normalement absentes chez les cellules endothéliales et
apparaissent uniquement apres la transformation cellulaire. En plus, le vieillissement
cellulaire influence aussi la réponse endothéliale a différents facteurs a cause de la
perte de voies de signalisation (55). Par conséquent, les cellules endothéliales en
sénescence montrent des propriétés différentes des cellules plus jeunes.

Finalement, I'hétérogénéité se reflete également sur les propriétés intrinséques
des protéines selon le tissu et le site d'expression. Il n'est pas rare de retrouver une
méme protéine exprimée dans plusieurs tissus avec des degrés et des qualités
différentes de glycosylation (56). Un exemple est I'hétérogeénéité de la N-glycosylation
de 'enzyme de conversion de l'angiotensine. Ceci modifie les propriétés physiques des
protéines en fonction du tissu ou elles sont exprimées. Les patrons de glycosylation
d'une protéine selon le tissu et les raisons d'une telle hétérogénéité ne sont pas connues
en général, mais clest sans doute un autre moyen que possédent les cellules de
communiquer entre elles de facon spécifique.

Bien que I'endothélium ne soit qu'un type particulier d'épithéliums et que les
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différenciations moléculaires de ceux-ci soient largement étudiées et relativement bien

connues, trés peu d'éléments sur l'hétérogénéité moléculaire des endothe€liums
spécialisés sont identifiés. Une limitation dans I'étude de 'nétérogéncite des cellules
endothéliales vient du fait qu'une fois en culture, elles tendent a perdre leurs propriétés
caractéristiques.

Des techniques sont en essor pour faciliter les études sur le développement des
cellules endothéliales. L'injection de phages, qui expriment une librairie de peptides
capables de reconnaitre des molécules de surface dans I'endothélium péripherique in
vivo (55), a permis la découverte de certains marqueurs de la différenciation
endothéliale. Cependant, tout comme la production d'anticorps monoclonaux a l'aide
de I'immunisation d'animaux avec des homogénats de tissus (57,58,59) ou avec des
cellules endothéliales entiéres développées in vitro (39,60,61), ces techniques utilisent
des conditions expérimentales trop différentes des conditions iz vivo pour que
I'expression des marqueurs de différenciation soit comparable.

Une nouvelle technique facilite I'étude de I'hétérogénéité des cellules
endothéliales. Elle permet d'isoler rapidement les membranes luminales endothéliales
d'un tissu choisi et d'analyser leur composition biochimique. Il est possible d'étudier
I'expression in vivo des molécules de la membrane luminale endothéliale afin de

démontrer 'hétérogénéité de l'expression de certaines molécules selon l'origine tissulaire.
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3. Prémisses au projet

Le développement récent de plusieurs techniques a permis a notre laboratoire de
mettre sur pied un projet permettant d'étudier 'hétérogénéité des endothéliums selon
leur lit vasculaire. Nous avons exploré le potentiel de la nouvelle méthode de
purification des membranes luminales endothéliales dans le but d'obtenir des anticorps
monoclonaux. Ces anticorps sont spécifiques a des protéines membranaires exprimeées
a la surface luminale des cellules endothéliales des poumons de rat. Ils ont ét¢ produits
dans le but de démontrer I'hétérogénéité de l'expression de certaines molécules selon
les lits vasculaires ou entre les différents segments vasculaires. Enfin, ils étaient
susceptibles de permettre la découverte de nouveaux marqueurs des cellules
endothéliales différenciées du poumon de rat.

La technique de purification des membranes luminales que nous avons utilisée
est sensiblement la méme que la technique mise au point en 1992 par le groupe de
Bruce S. Jacobson (62). La présente section résume la technique de purification des
membranes luminales endothéliales des poumons de rat qui a permis la production des
anticorps monoclonaux.

Les anticorps monoclonaux constituent les outils essentiels de ce travail. C'est

pour cette raison que la production des anticorps monoclonaux est présentée de fagcon
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générale. Enfin, une premiére série d'expériences a ét¢ effectuée afin d'obtenir des

informations sur les caractéristiques de ces anticorps et sur les antigénes contre lesquels
ils ont été produits. Ces expériences ont fourni les informations nécessaires a la mise

sur pied du projet et a I'élaboration de la stratégie.

3.1.Purification des membranes luminales des cellules endothéliales pulmonaires

L'étape importante de la production d'anticorps monoclonaux est la préparation
de I'extrait immunogénique qui est utilisé pour l'immunisation des animaux producteurs
de ces anticorps. Nous avons utilisé la nouvelle technique de purification des
membranes luminales endothéliales pour préparer l'extrait qui a servi d'agent
immunoggéne pour la production de nos anticorps monoclonaux.

La technique de purification des membranes luminales endothéliales
pulmonaires implique le revétement du front luminal avec des billes de silice. Ce
revétement s'est fait par la perfusion séquentielle in situ, directement dans les poumons
via l'artére pulmonaire, de particules de 20 & 40nm de diamétre de particules colloidales
de silice cationique et de polyacrylate de sodium (62). La taille des billes de silice les
empéche de pénétrer dans le tissu via les jonctions intercellulaires et donc, ne leur

permet pas d'adhérer au front abluminal. Par contre, elles adherent fortement a la
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surface chargée négativement de la membrane luminale endothéliale (Fig.3.A, page

31).

La présence de la silice sur les membranes luminales augmente la densité de
celles-ci ce qui va permettre, apres 'homogénéisation du tissu, d'isoler ces membranes
du reste de I'homogénat a I'aide de centrifugations successives a travers un milieu trés
dense de Nycodenz [5-(N-2,3-dihydroxypropylacetamido)-2,4,6-triiodo-N,N-bis (2.3
dihydroxypropyl) isophthalamide]. De plus, pour éviter la contamination de la préparation
avec les ¢léments nucléaires des noyaux brisés, une étape de digestion avec une
ADNase et une ARNase a été faite avant les centrifugations.

Aprés celles-ci, nous avons obtenu une préparation de membranes luminales
endothéliales purifies toujours associées a la silice que nous avons appelée P,
(Fig.3.B-C, page 31). Des essais enzymatiques mesurant les activités spécifiques de
la glucose-6-phosphatase du réticulum endoplasmique, la B-N-acétyl-glucosaminidase
du Golgi et la cytochrome oxydase mitochondriale ont été faits pour détecter la
contamination de la préparation par des segments membranaires intracellulaires. Ces
essais ont démontré la grande efficacité de cette méthode de purification des
membranes luminales puisque aucune activité associée a ces marqueurs de
compartiments intracellulaire a ét¢ pergue (62,63).

Pour la production des anticorps, la fraction P, a subi une autre ctape de
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purification afin d'extraire les protéines périphériques du cytosquelette attachées a la

face cytoplasmique des membranes plasmiques luminales. Cette derniére ctape a
nécessité deux incubations successives d'une heure dans un tampon contenant S0mM
carbonate de sodium pH=11.0 et un tampon 1.0M NaCl dans 25mM HEPES pH=7.2.
Les ¢léments extraits ont été séparés de la préparation membranaire par
microcentrifugations et le culot obtenu que nous avons appelé¢ P; a ét€¢ mis en
suspension dans un tampon 25mM HEPES pH=7.2. C'est cette préparation qui a servi
d'immunogéne lors de I'immunisation de souris pour la production des anticorps
monoclonaux. La concentration en protéines de la préparation a été mesurce par la
méthode d'Amidoblack (64). Le schéma présenté a la figure 2 de la page suivante
résume les principales étapes de la purification des membranes luminales. Les détails
de la technique sont décrites a 'annexe A a la fin de ce travail.

I'analyse par SDS-PAGE de chaque fraction montre un spectre de protéines
pour la fraction P; complétement différent de celui associé a la fraction P, (résultats
non présentés). Cette différence est due au fait qu'environ 90% des protéines associées
a la fraction P, sont des protéines périphériques, non-liées de fagon covalente avec la
membrane luminale. Ceci explique 'importance de la derniére étape de purification
pour I'obtention d'anticorps dirigés contre des protéines intrinseques de la membrane

luminale des cellules endothéliales.
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Poumon perfusé avec silice

2
Homogénat (Hom)

\

Centrifugation a faible vitesse (500g. 20min.)
2X] K N
Surnageant (jeter) Culot (suspension dans tampon d’homogénéisation)

-ADNase et ARNase 0.2mg/ml 1h a 4°C
-Ajout 1 volume de Nycodenz 1.02g/ml
-Préparation de tube a ultracentrifugation avec
dépot de 0.5ml de Nycodenz 0.7g/ml

2
Centrifugation (66 000g. rotor SW60 20min.)
2X| K AN
Surnageant (jeter) Culot (P5)

\

Enlévement des éléments du cytosquelette

-Extraction en carbonate (Scarb)
-Extraction en NaCl (Syacy)
-Microcentrifugation 12 000g 10 minutes

K AN
Surnageant (jeter) Culot(P3)

Fig. 2. Schéma de la purification des membranes luminales endothéliales.

Fig. 3. (Page suivante). A)Particules de silice associées au front luminal des cellules
endothéliales. B-C)Préparation de membranes luminales purifiées toujours associées
4 la silice. B) X 9391 C) X 36 000, bars = 1.0um. Si: billes de silice ; E : endothélium
ic ; cavéoles isolées ; be : systéme de ramification des cavéoles.



-

“

FiC

<




32
3.2.Production et purification des anticorps monoclonaux

A cause du fait que la source immunogénique est complexe, les anticorps
monoclonaux ont plusieurs avantages pratiques sur les anticorps polyclonaux. La
spécificité et I'affinité de ces anticorps pour la molécule qui a induit leur production
sont nettement supérieures a celles des anticorps polyclonaux. Ceci vient du fait qu'il
est possible de sélectionner uniquement les clones sécrétant des anticorps
monospécifiques de trés haute affinité. Par contre, la production d'anticorps
monoclonaux a aussi ses désavantages. Les anticorps polyclonaux sont plus rapides
et moins coliteux a produire en plus de former une liaison plus stable avec leur antigene

que les anticorps monoclonaux (65) (Tableau I).

Tableau I

Comparaison entre les anticorps monoclonaux et polvclonaux

Polyclonaux | Monoclonaux haute
affinité

Epitope Beaucoup 1 seul
reconnu

Spécificité Polyspécifique Monospecifique

Affinité Variable Elevée
Anticorps Beaucoup Peu
contaminants

Coiit Faible Elevé
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3.2.1.Immunisation de souris

L'immunisation de souris vise l'induction de la production d'anticorps dirigés
contre une ou plusieurs molécules d'une préparation. Pour notre étude, des souris
BALB/c ont été immunisées avec une injection sous cutanée d'une préparation
hautement purifiée de membranes luminales endothéliales de poumons de rat dont les
éléments du cytosquelette ont été enlevés (P3) (63). L'injection a ¢été faite avec
adjuvant complet de Freund, une suspension de mycobactéries mortes dans T'huile
minérale (66). La présence d'adjuvant permet d'augmenter la réponse immune en
diminuant la vitesse de la diffusion de I'antigéne dans l'organisme exposant ainsi plus
longtemps le systéme immunitaire & l'antigene. Apres cette immunisation, I'expansion
clonale et la stimulation des lymphocytes B est induite par la présence des molécules
immunogéniques. 11y a aussi l'activation de cellules B mémoires dans la rate (65).

Par la suite, deux doses de rappel de la méme préparation avec adjuvant
incomplet (sans les mycobactéries) sont administrées a trois semaines d'intervalle. Les
doses de rappel stimulent la mutation somatique causant le changement isotypique de
classe d'immunoglobulines. Cette réaction est aidée par les cellules Teciiarices QU1 VONt
sécréter des cytokines captées par les cellules B. Le changement isotypique est
favorable pour la production d'anticorps, habituellement de classe IgG, ayant une plus

grande affinité avec l'antigéne (65).
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Enfin, trois jours avant la fusion, une quatriéme injection intrapéritonéale de la

préparation est administrée dans un tampon salin. Cette dose est nécessaire pour
augmenter la production du clone sécrétant des anticorps de haute affinit¢. Le sérum

est ensuite prélevé et testé pour vérifier la présence et la qualité des anticorps.

3.2.2.Production des anticorps monoclonaux

Les cellules de la rate d'une souris sont fusionnées avec les cellules de myélome
P3-X63 Ag.653 en utilisant du polyéthyléne glycol 2-4000 comme agent fusogénique
afin de faciliter la fusion des membranes des deux types cellulaires (67). La lignée
cellulaire P3-X63 Ag.653 est choisie parce qu'elle posséde trois caractéristiques
importantes : elle est immortelle, elle ne sécréte pas d'anticorps et elle ne possede pas
l'enzyme hypoxanthine phosphoribosyl transférase (HPRT) (65). Apres la fusion, les
cellules sont distribuées dans des puits et cultivées dans un milieu de culture HAT.

Le milieu HAT contient de I'hypoxanthine, de I'aminoptérine et de la thymidine.
L'aminoptérine bloque la voie principale de biosynthese des purines et des pyrimidines
par linhibition de I'enzyme dihydrofolate réductase. Il existe toutefois une voie
secondaire de sauvetage qui permet l'utilisation de nucléotides exogenes. La voie de

synthése des pyrimidines utilise 'enzyme thymidine kinase (TK) avec la thymidine
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exogene du milieu de culture alors que la voie de synthése des purines utilise I'enzyme

hypoxanthine phosphoribosyl transférase (HPRT) avec I'hypoxantine du milieu. Par
conséquent, une délétion de I'une ou l'autre des deux enzymes va empécher la synthese
d'un groupe de nucléotides qui va entrainer la mort des cellules.

Ce milieu de culture est un milieu de sélection. Les cellules de myélome qui
n'auront pas fusionné vont mourir car sont déficientes en HPRT. De leur coté, les
cellules lymphocytaires ne sont pas capables de subsister en culture et meurent
rapidement. Seules les cellules fusionnées, c'est-a-dire les cellules qui ont acquis
I'immortalité des cellules cancéreuses et le géne HPRT des lymphocytes vont pouvoir
survivre.

Pour faciliter la sélection des meilleurs clones, des dilutions limites sont
effectuées afin de distribuer une seule cellule dans chaque puits de culture. Alors, la
division cellulaire va permettre le développement d'un clone dont toutes les cellules
vont sécréter un anticorps reconnaissant un méme site antigénique. Les anticorps sont
sécrétés dans le milieu de culture et vont étre récupérés dans le surnageant de culture.
Apres deux semaines, les surnageants de culture de chaque clone en division active
sont analysés par immunobuvardage pour déterminer leur immunoréactivité et leur

spécificite.
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3.2.3.Analyse du sérum et des surnageants de culture

Le sérum des souris et les surnageants de culture des hybridomes ont €té
analysés par une technique d'immunobuvardage ponctuelle "dot blot" (63, 68). Une
membrane de nitrocellulose est mise sur une plaque de 96 puits afin de marquer la
position de chaque puits. Des aliquotes contenant environ 1ug de protéines, venant de
la préparation immunogénique, solubilisées dans 1% SDS, sont mis de fagon
ponctuelle sur les marques faites sur la membrane de nitrocellulose. Elle est incubee
dans un tampon de blocage et ensuite mise sur une plaque de 96 puits contenant les
échantillons (sérum ou surnageant) a analyser. L'incubation dans un 2e anticorps anti-
immunoglobulines spécifique a l'espéce, conjugué avec une enzyme HRP (Peroxydase
de Raifort), et la détection du marquage par chimiluminescence vont permettre de
retracer les clones produisant des anticorps capables de reconnaitre une molécule de
l'extrait. En se basant sur l'intensité du marquage, on peut alors choisir le clone qui
produit la plus grande concentration d'anticorps ou qui produit les anticorps ayant la
plus grande affinité pour l'une des protéines de I'extrait.

Les surnageants de culture montrant le plus fort signal sont ensuite analys¢s par
immunobuvardage (Western Blotting) sur la préparation immunogénique P; dont les
protéines sont séparées par électrophorése en SDS-PAGE (polyacrylamide gel

electrophoresis) et transférées sur membrane de nitrocellulose. Cet essai permet de
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détecter les clones ayant la meilleure spécificite.

Pour augmenter la production des anticorps (d'un facteur de 10X environ), les
hybridomes sont injectés dans le péritoine de souris. L'ascite formée (liquide
intrapéritonéal) contient également les immunoglobulines endogenes de l'animal en
plus de contenir en trés grande quantité l'anticorps monoclonal désiré. 11 doit doncy

avoir une étape de purification des anticorps monoclonaux a partir de I'ascite.

3.2.4.Purification des anticorps monoclonaux

Pour nos travaux, quatre clones ont été conservés a partir des analyses
d'immunoréactivité et de spécificité. Tous ces clones proviennent de la méme souris.
Les anticorps monoclonaux produits par ces clones ont ét¢ nommés 11B10, 21D5,
28D35 et 30B3, nomenclature qui correspond au numéro des clones sélectionnés. La
classe et la sous-classe des anticorps ont été définies en utilisant un ensemble
d'isotypage d'anticorps monoclonaux selon l'espeéce. Llisotypage a permis de
caractériser nos anticorps comme étant des IgG1 sauf'le 11B10 qui est un IgM.

La stratégie de purification des anticorps monoclonaux varie selon la classe des
immunoglobulines (65). Aprés la délipidation des ascites par centrifugation, les IgG

ont été purifiés a l'aide d'une colonne d'affinité sur laquelle une protéine-G a été
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immobilisée (Mab TrapGIl de Pharmacia). Cette protéine d'origine bactérienne a une

affinité pour la portion F¢ des immunoglobulines de certaines classes selon leur
origine. Une telle colonne peut ainsi retenir les anticorps qui seront libérés en
augmentant progressivement la concentration saline. Cette stratégie a ét€ utilisée pour
la purification des anticorps 28D5 et 30B3.

Les IgG peuvent aussi étre purifiés par le passage a travers une colonne DEAE-
Sepharose. Nous avons utilis¢ cette technique pour la purification de I'antigene 21D5.
Ce type de colonne contient des résidus éthanol suite au traitement avec le DEAE
(DiEthylAminoEthyl) ce qui rend la matrice solide chargée positivement. Cette charge
permet de retenir la majorité des protéines contaminantes puisqu'elles sont fortement
chargées négativement. Les IgG ayant une charge faiblement négative dans un pH
neutre sont faiblement retenus par la colonne. La liaison a une telle matrice dépend du
nombre de résidus acidiques sur I'immunoglobuline.

L'IgM a été purifié¢ par précipitation avec le sulfate d'ammonium (50% de
saturation) suivie par une chromatographie sur un gel de Sépharose 6B. Les protéines
sériques et les immunoglobulines précipitent dans un milieu ou la concentration saline
augmente. La majorité des contaminants sériques et des immunoglobulines précipitent
rapidement alors que les IgM nécessitent une concentration de 50% de sulfate

d'ammonium. Les IgM ont ensuite ét¢ resolubilisés et passés a travers une colonne de
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Sépharose 6B pour enlever les contaminants restants. Cette étape permet de séparer

les molécules selon leur taille. Les plus petites sont retardées par la colonne alors que
les plus grosses ne le sont pas ou sont récupérées rapidement durant le lavage de la
colonne. Les IgM ayant un poids moléculaire d'environ 900 000 Da sont facilement
séparés. Chaque fraction a été analysée par électrophorése comme controle de purete
et par immunobuvardage contre des membranes contenant les antigenes ayant SEeTvis

a leur production afin de retrouver les fractions ayant la meilleure spécificité et affinité.

3.2.5.Présentation des anticorps monoclonaux et de leur antigéne

Les anticorps monoclonaux produits, 11B10, 21D5, 28D5 et 30B3, sont
spécifiques a des protéines exprimées a la surface luminale des cellules endothéliales.
Lorsque les protéines d'un homogénat de poumon sont séparées par ¢lectrophorése sur
gel d'acrylamide en conditions dénaturantes, donc en présence de 640mM [3-
mercaptoéthanol et de 1% SDS, les anticorps reconnaissent quatre proteines de poids

moléculaire de 170KDa, 56KDa, 95KDa et 85KDa respectivement (Fig. 4).
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11B10 21D5 28D5 30B3
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Fig. 4. Présentation des quatre anticorps spécifiques a des protéines de la membrane
luminale endothéliale des poumons de rat.

3.3.Choix de I'antigéne et expériences préliminaires

L'objectif de ce projet de maitrise était de purifier et de caractériser un de ces
quatre antigénes. Des expériences préliminaires nous ont permis de choisir l'antigéne
de 170KD comme candidat pour réaliser ce travail. Le choix s'est arrété sur cet antigéne
parce que ses caractéristiques le désignaient comme un nouveau marqueur des cellules
endothéliales pulmonaires et parce quil démontrait des propriétés facilitant sa purification.

Les premiers essais en immunofluorescence ont indiqué que cette protéine était
spécifique au tissu pulmonaire. Dans la littérature, quelques protéines ont un poids

moléculaire similaire a notre antigéne dont I'enzyme de conversion de l'angiotensine
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et I'endogline, mais aucune de celles-ci ne montraient une localisation unique dans

I'endothélium pulmonaire. La possibilité que cet antigeéne soit un nouveau marqueur
des cellules endothéliales du poumon a influencé le choix de cet antigene. De plus, a
l'aide d'expériences préliminaires, une caractérisation de l'antigéne a été faite afin

d'orienter la démarche et mettre sur pied une stratégie afin de mener a bien ce projet.

3.3.1.Electrophorése en conditions réductrice et non réductrice

Une comparaison de la migration de la gp170 sur SDS-PAGE en conditions
réductrice et non réductrice a permis de s'assurer que l'antigeéne était un monomere. La
présence de 640mM de mercaptoéthanol, un agent réducteur, n'a pas modifi€ le profil
de migration de cette protéine comparativement a celui obtenu en condition non
réductrice (Fig.5). Le B-mercaptoéthanol brise les ponts disulfures ce qui sépare les
chaines peptidiques d'un polymere et modifie le poids moléculaire apparent de la
protéine. Comme témoin de l'efficacité de cette approche, nous avons trait€¢ de maniére
similaire l'antigéne spécifique a l'anticorps 21D5. Cet antigéne est un dimére car en
condition réductrice, il montre deux bandes d'environ 55 et 56KD alors qu'en I'absence
de mercaptoéthanol, l'antigéne a un poids moléculaire d'environ 114KD. 1l est forme

de deux sous-unités qui dans ce cas-ci sont reconnus par l'anticorps 21D5 (Fig.5).
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Fig. 5. Poids moléculaire des antigénes 11B10 et 21D5 détectés par immunobuvardage
avec les anticorps spécifiques. Red : conditions réductrices avec 640mM B-
mercaptoéthanol ; n : conditions non réductrices.
3.3.2.Biotinylation in situ de la surface luminale endothéliale

La présence de l'antigéne 11B10 dans les fractions P, et P; et le fait qu'il n'est
pas solubilisé par les conditions permettant d'extraire les protéines périphériques nous
indiquent qu'il est fortement associé a la membrane plasmique des cellules

endothéliales pulmonaires. Cependant, le type de protéine membranaire reste inconnu.

11 peut s'agir d'une protéine transmembranaire, une protéine ancrée a la face externe de
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la membrane par une ancre GPI ou liée a des acides gras a la face cytoplasmique. Dans

les deux premiers cas, la protéine aura une portion exprimée a l'extérieur de la cellule.

Dans le but de vérifier la présence d'un domaine extracellulaire de I'antigéne,
une biotinylation in situ du front luminal pulmonaire a été effectuée (63). Un dérivé
hydrosoluble de la biotine, le sulfo NHS-LC-Biotine, qui ne peut traverser la membrane
cellulaire, a été utilisé parce qu'il posséde une chaine NHS (N-HydroxySuccinimidine)
qui se lie de fagon covalente avec la partic amino accessible des protéines. La
perfusion de la biotine dans les poumons de rat s'est faite dans un tampon légérement
alcalin avant la perfusion de la silice. Par la suite, on a récupéré la fraction P, et la
fraction P; de la fagcon décrite précédemment. Ces échantillons ainsi que 'homogenat
et les extraits en carbonate et en NaCl ont été mis sur gel d'acrylamide et transférés sur
membrane de nitrocellulose. La détection des protéines biotinylées s'est faite en
incubant la membrane avec la streptavidine-HRP. Les résultats (non présentés)
montrent que la biotine, dans les conditions de perfusion utilisées, ne pénetre pas dans
les cellules puisqu'il y a trés peu de marquage dans les extraits en carbonate ou en NaCl.

La fraction P; a été solubilisée en présence de détergent ce qui a permis
d'extraire les protéines membranaires. Afin d'isoler les protéines biotinylées de I'extrait,
il a été passé dans une colonne de chromatographie avec streptavidine immobilisée.

Sa grande affinité pour la biotine a permis de retenir les protéines biotinylées qui ont
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ensuite été éludes et mises sur gel d'acrylamide pour I'immunodétection des antigenes

avec leur anticorps spécifique. Les résultats de la figure 6 démontrent que les
antigénes 11B10, 21D5 et 28D5 ont une portion extracellulaire puisqu'ils sont
biotinylables et donc retenus par la colonne. Un contrdle utilisant un échantillon de
membranes non biotinylées a passé par la méme colonne et I'éluat a ét¢ analysé avec
les mémes anticorps (fig. 6). 1l démontre que la liaison de la gp170 a la colonne est

due 4 sa biotinylation car les antigénes ne se trouvent pas dans 1'¢luat non biotinyle.

Fig. 6. Biotinylation in situ des protéines de la membrane plasmique luminale
endothéliale du poumon de rat. n : membrane non biotinylée ; b : membrane
biotinylée., Les deux préparations membranaires ont été incubees avec la colonne de
streptavidine immobilisée. Les antigénes biotinylés ont ét¢ retenus par la colonne,
élués et mis sur membrane de nitrocellulose pour leur détection avec leur anticorps
spécifique.
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3.3.3.Digestion de la gp170 par I'endoglycosidase F

La présence d'un domaine extracellulaire de la gp170 a ét¢ démontré par sa
biotinylation. Ce résultat est appuyé par la démonstration que la protéine est
glycosylée puisque seules les protéines ayant un domaine extracellulaire peuvent I'étre.
Pour démontrer la glycosylation de la gp170, les protéines de la fraction P, ont été
traitées avec l'endoglycosidase F, mises sur SDS-PAGE et détectées par
immunobuvardage avec l'anticorps 11B10 (63). La gp170 est fortement N-glycosylé

puisque son poids moléculaire diminue de 10 & 15% suite a sa digestion (Fig.7).

203kD

i
”.135

Fig. 7. Effet de la digestion de 1'antigéne 11B10 par l'endoglycosidase F. n : contrdle
avec l'antigéne non-digéré ; d : échantillon contenant l'antigéne digéré par I'endo F.
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[a démonstration de la glycosylation de 1a gp170 a eu une influence importante

sur le choix de la stratégie destinée a réaliser la premiere partie du travail, l'isolation
de l'antigéne pour son identification. La glycosylation importante de la protéine
d'intérét suggérait qu'il était possible de la purifier par chromatographie d'affinit¢ grace
a l'utilisation d'une lectine immobilisée comme ligand. Finalement, le poids
moléculaire élevé de la protéine offrait un avantage que les autres protéines n'avaient
pas. Grace a cette caractéristique, la séparation des protéines par €lectrophorése en
SDS-PAGE permettait de bien isoler la gpl70 des autres protéines pulmonaires
puisque peu de celles-ci avaient un poids moléculaire dans la méme région. Pour
toutes ces raisons, nous avons choisi de purifier, de séquencer et de caractériser

I'antigéne spécifique a I'anticorps monoclonal 11B10.
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4. Meéthodologie et résultats

La premiére étape de ce projet a ét¢ d'identifier 'antigéne spécifique a l'anticorps
monoclonal 11B10. L'identification de cet antigéne, une glycoprotéme de 170KDa,
a été faite par l'analyse de sa séquence d'acides aminés et par immunodétection utilisant
notre anticorps en parall¢le avec des anticorps connus. Cependant, l'identification de

la séquence d'acides aminés nécessitait la purification de l'antigéne désiré.

4.1.Purification de I'antigéne 11B10 (gp170) en vue de son séquencage

Lors des travaux préliminaires, nous avons démontré que l'antigéne 11B10
possédait des groupements d'oligosaccharides (Fig. 6 et 7). Par la suite, on a identifié
les résidus glucidiques a 'aide d'incubation de membranes, sur lesquelles se trouvaient
les protéines d'un homogénat de poumon, avec différentes lectines. Celles-ci
reconnaissent des résidus saccharidiques spécifiques sur les glycoprotéines et s'y
attachent. Puisque les lectines étaient conjuguées a des molécules de biotine, on a
révélé les complexes avec de la streptavidine-HRP. Une bande identique de membrane
a ét¢ incubée avec l'anticorps pour nous permettre de retracer l'antigeéne d'intérét.

Cette expérience nous a démontré que I'antigene 11B10 était fortement reconnu
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par la Concanavaline A, une lectine spécifique aux résidus oc-D-mannopyranosyl et oc-

D-glucopyranosyl (résultats non montrés). A partir de cela, nous avons tenté de
purifier notre antigéne 11B10 a l'aide d'une colonne d'affinité sur laquelle la Con A
était immobilisée. La liaison avec la Con A est réversible, donc il a été possible de
récupérer les molécules retenues par une telle colonne a I'aide d'une élution compétitive

utilisant des concentrations élevées de o«c-D-méthylmannoside (69).

4.1.1.Purification de la gp170 par chromatographie d'affinité

La purification de la gp170 a ét¢ faite a partir de I'nomogénat de poumons.
Aprés I'anesthésie du rat par l'injection intrapéritonéale de chloral hydrate, on a perfusé
du PBS a 4°C via l'aorte abdominale jusqu'a ce que le lit vasculaire ne contienne plus
de sang. Les poumons ont été perfusés avec du PBS via l'artere pulmonaire. Ils ont éte
prélevés et homogénéisés sur glace dans un tampon d’homogénéisation contenant :
25mM HEPES pH = 7.2, 250mM de sucrose, 1mM de MgCl,, et des inhibiteurs de
protéases SmM de benzamidine et ImM de PMSF (Phénylméthylsulfonylfluorure).

Puisque notre antigéne est une protéine membranaire, il a €t€ solubilisé¢ avec
l'aide d'un détergent. Nous avons utilisé le Triton X-10<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>