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RESUME

Les sélectines font partie de la famille des molécules
dadbérence et ont la particularité de posséder un
domaine de liaison auxsucres, le CRD (Carbohydrate
Recognition Domain). On distingue trois types de
sélectine: la L-sélectine (CDO2L) qui est exprimée
constitutivement par la plupart des populations
leucocytaires, la P-sélectine (CDG2P) qui est
retrouvée sur les plaquettes et les cellules
endothéliales et la E-sélectine (CDO2E) exprimée
par les cellules endothéliales activées. Ces trois
molécules possedent une forte homologie au niveau
de leur séquence primaire et de leurs structures.
Les interactions sélectine-ligand sont les plus
étudiées parmi les interactions protéine-glycanne
connues en biologie. Elles sont impliquées dans la
régulation des évenements inflammatoires et
immunologiques a linterface paroi vasculaire/
circulation sanguine. Leurs partenaires moléculaires
sont des glycoconjugués de surface exprimant des
groupements de la famille des sialyl-Lewrs.

Cette revue présente l'état des lieux des connaissances
sur la structure et l'expression des sélectines et de
leurs ligands. Elle fait aussi le point sur leur
implication en physiopathologie, principalement
lors de linflammation et du développement tumoral

Mots clés : sélectines, sialyl-Lewis, adbérence,
inflammation, progression tumorales.

ABSTRACT

Selectins belong to the family of adbesion
molecules that recognize sugars as ligands
through their Carbohydrate Recognition Domain
(CRD). There are three types of selectin: the
L-selectin (CDG62L), which is constitutively
expressed by most leukocyte populations, the
P-selectin (CDG62P) is found on activated platelets
and endothelial cells, and the E-selectin (CDG2E)
expressed by activated endothelial cells. These
three molecules exhibit high homology in their
structures. Selectin-ligand interactions are
among the most studied protein-glycan
interactions in biology.

The selectins and theirs ligands are involved in
regulating inflammatory and immunological
events that occur at the interface of the
bloodstream and vessel walls. Their molecular
partners are surface glycoconjugates harboring
groups of the sialyl-Lewis antigens.

This review presents an inventory of our current
knowledge on the structures and functions of
selectins and their ligands. We also provide an
update on their involvement in pathophysiological
processes, especially during inflammation and
tumor development.

Key words: Selectins, sialyl-Lewis, adbesion,
inflammation, tumor progression.
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INTRODUCTION

Ladhérence cellulaire est un processus complexe
incluant des contacts cellule-matrice et des contacts
homo- et hétérotypiques entre cellules. Elle joue un
role prépondérant dans la migration cellulaire et est
impliquée dans de nombreux phénomenes physio-
pathologiques comme l'inflammation, la vascularisa-
tion des tumeurs par les cellules endothéliales ou
bien la métastase des tumeurs primaires. L'adhérence
cellulaire est fortement modulée par le micro-envi-
ronnement qui inclut non seulement des facteurs
solubles (cytokines, facteurs de croissance, ...) ou
matriciels, mais aussi les entités cellulaires (cellules
tumorales, endothéliales, immunitaires, stromales,
...) et leurs récepteurs de surface. Les molécules
d’adhérence regroupent quatre familles que sont les
intégrines, les cadhérines, les immunoglobulines et
les sélectines. Les sélectines ont été découvertes
dans les années 1990 grace aux des travaux portés
sur les composantes cellulaires de Iinflammation .
Plusieurs laboratoires travaillant sur le recrutement
des leucocytes depuis le milieu intravasculaire vers
les organes lymphoides secondaires ont identifié¢ de
manicre indépendante trois nouvelles molécules
d’adhérence, la LAM (Lymphocyte Adhesion
Molecule), la ELAM-1 (Endothelial Leucocyte
Adhesion Molecule 1) et la GMP-140 (Granule
Membrane Protein-140). La LAM a été désignée
comme le récepteur responsable du recrutement
lymphocytaire "*. Son ADNc a été identifié grice 4 sa
capacité d'exprimer un antigene reconnu par MEL-
14, un anticorps bloquant I'adhésion des lympho-
cytes aux nceuds lymphoides secondaires. LELAM-1
a été identifiée lors d'études portant sur 'endothé-
lium vasculaire au cours de linflammation. Des
anticorps monoclonaux dirigés contre les molécules
de surface exprimées par les cellules endothéliales
apres induction au TNFa ont été isolés pour leur
capacité de bloquer la capture des neutrophiles par
cet endothélium. Ils ont par la suite servi a cloner
ADNc codant pour une glycoprotéine membra-
naire, la ELAM-1°. La GMP-140 a, quant 2 elle, été
identifiée comme un antigene exprimé a la surface
des plaquettes activées . Le fait que ces trois molé-
cules d’adhérence soient toutes des glycoprotéines
membranaires de surface possédant un domaine
C-lectinique a l'extrémité C-terminale, a conduit a
leur groupement en une nouvelle famille : les sélec-
tines. Ainsi, LAM, ELAM-1 et la GMP-140 ont été res-
pectivement renommeées L-, E- et P-sélectines.

Les sélectines sont les lectines de type C les plus
¢tudiées et les mieux caractérisées en raison de leur
intervention dans les premieres étapes de capture
des leucocytes avant leur migration transendothé-
liale. Les interactions entre les sélectines et leurs
ligands vont permettre la capture et le roulement
des leucocytes sur les surfaces vasculaires, avant
leur recrutement vers les organes lymphoides secon-
daires ou vers les sites d'inflammation et de bles-
sure. Les partenaires des sélectines sont des glyco-
conjugués de surface constituant un groupe de
molécules tres hétérogenes décorées par des oligo-
saccharides de type Lewis apparentés aux groupes
sanguins, dont le tétrasaccharide sialyl-Lewis x
(sLex) > “*. La présence des sLex a la surface des
cellules cancéreuses permettent aussi a ces der-
nieres d'interagir avec les cellules endothéliales, via
les sélectines, au cours de I'angiogenese tumorale et
du processus métastatique.

Dans cette revue nous présenterons un apercu sur la
structure, l'expression des sélectines et de leurs
ligands ainsi que les processus physiopathologiques
dans lesquels sont impliquées ces interactions. Nous
finirons par montrer l'effet de venin de vipere sur
l'adhérence médiée par la L-sélectine.

STRUCTURE ET EXPRESSION DES
SELECTINES

Les sélectines appartiennent a la famille des lectines
de type C. Les membres de cette famille ont la
particularit¢ de posséder un domaine appel¢ CRD
(carbohydrate recognition domaine)’, qui reconnait
les sucres d'une maniere dépendante de lion
calcium Ca?t". Les sélectines sont au nombre de
trois : la E-sélectine, la P-sélectine et la L-sélectine.
La lettre désigne le type cellulaire ou la molécule
a été identifiée pour la premicre fois. Ainsi, la
plupart des leucocytes expriment la L-sélectine,
lendothélium activé la E-sélectine et la P-sélectine
est exprimée par les granules a plaquettaires ou les
corps de Weibel-Palade endothéliaux.

Les sélectines sont des glycoprotéines transmem-
branaires de type I (Figure 1) constituées d’un large
domaine N-terminal extracellulaire, d'un segment
transmembranaire et d'une courte queue cytoplas-
mique C-terminale™”. La taille du domaine
cytoplasmique est variable suivant la sélectine, il est
de 17 acides aminés pour la L-sélectine, de 32 pour
la E-sélectine et de 35 pour la P-sélectine. Le
domaine extracellulaire, qui correspond a la région

4

Archs. Inst. Pasteur Tunis, 2011



J. JEBALI ET COLL.

la plus conservée de cette famille, possede des
fonctions importantes. 11 est composé de trois
domaines caractéristiques :

- un domaine lectinique de type C de 120 acides
aminés, qui permet la reconnaissance du motif
oligosaccharidique présent sur les ligands

- un domaine homologue au facteur de croissance
EGF (Epidermal Growth Factor) de 35-40 acides
amings.

- un nombre variable de séquences répétées et bien
conservées de 60 acides aminés. La différence de
taille entre les trois sélectines est dle a la présence
d’un nombre variable de ces séquences. La
L-sélectine possede 2 répétitions, la E-sélectine 6,
etla P-sélectine 9" ™. Ces domaines sont homologues
aux protéines régulatrices du complément et leur
fonction reste encore mal connue. Cependant, les
techniques de biologie moléculaire ont permis de
montrer que la délétion d’'un nombre croissant de
ces domaines affecte Tefficacité de roulement des
leucocytes .

Bien que les trois sélectines aient d'importantes
homologies de séquence et une organisation
structurale commune leurs profils d’expression et
leurs mécanismes d'action restent différents.

P-sélectine

NH,

E-sélectine

NH,

L-sélectine CR

NH, CR

CR

CR

COOH COOH COOH

Figure 1 : (Représentation schématique de la structure des
sélectines. CR : domaine homologue aux protéines régulatrices
du complément, E : domaine homologue au facteur de
croissance EGF (Epidermal Growth Faclor), L : domaine
lectinique de type C (calcium dépendant).

La L-sélectine

La L-sélectine (CD62L) est une glycoprotéine trans-
membranaire de 110 kDa. Elle est exprimée de
maniere constitutive a la surface des cellules mye-
loides et de la plupart des lymphocytes ou elle est
sélectivement localisée au sommet des microvillosi-
tés. Son ligand est exprimé sur les cellules endothé-
liales HEV (high endothelial venules) ce qui permet
la domiciliation des lymphocytes aux nodules lym-
phatiques. C'est d’ailleurs le seul endroit ou les deux
autres sélectines ne sont pas impliquées . Le ligand
de la L-sélectine a été détecté sur d'autres cellules du
systeme immunitaire incluant les neutrophiles, les
monocytes, les €osinophiles et les basophiles.
Limportance de profil d'expression démontre le role
de la L-sélectine dans le recrutement et la régulation
du passage de ces cellules dans la microcirculation
systémique °. En absence de signal d’adhérence
complémentaire apres contact des leucocytes avec
les cellules endothéliales, la L-sélectine est rapide-
ment €liminée de la surface cellulaire par clivage
enzymatique garantissant ainsi un rapide détache-
ment et/ou la progression des leucocytes lors du
roulement. Ce clivage a lieu entre deux résidus du
domaine extracellulaire (Lys321-Ser322), qui sont
situés 2 proximité de la région membranaire . Le
clivage apparait rapidement, de quelques minutes
pour les neutrophiles a une demi-heure pour les
lymphocytes. Il est induit par différents facteurs
activateurs et chemoattractants ainsi que par la
liaison d’anticorps monoclonaux a la L-sélectine.
TACE (TNFa Converting Enzyme) est impliquée
dans cette protéolyse, ainsi que d'autres protéases
et/ou cofacteurs enzymatiques "

La E-sélectine

La E-sélectine (CD62E) est une glycoprotéine mem-
branaire de 115kDa exprimée exclusivement a la
surface des cellules endothéliales activées. Elle n'est
pas exprimée de maniere constitutive, sauf lors des
inflammations chroniques ou aigués. Sa transcrip-
tion est induite par des agents pro-inflammatoires
comme les lipopolysaccharides la cytokine TNFa
(Tumor Necrosis Factor o) et I'IL-B1. Cette induction
est due a la présence de séquences régulatrices spé-
cifiques de facteurs activant la transcription dans la
partie 5’ non codante de son gene. Le taux d’expres-
sion de la E-sélectine est maximal apres 4-6 heures
d’activation et retrouve son niveau basal en 24-48
heures °. Elle est ensuite internalisée et dégradée
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dans les lysosomes. La E-sélectine intervient dans la

reconnaissance des leucocytes aux premiers stades
. . /1. 1

de leur transmigration endothéliale .

La P-sélectine

La P-sélectine (CD62P) est une glycoprotéine mem-
branaire de 140 kDa fortement glycosylée. Elle est
exprimée par les plaquettes et les cellules endothé-
liales activées. Dans les deux types cellulaires, la
P-s¢lectine est exprimée dans des granules de sécré-
tion, granules a pour les plaquettes et le corps de
Weibel-Palade pour les cellules endothéliales .
Lexpression de la P-sélectine a la surface des cellules
endothéliales activées pourrait étre induite au bout
de quelques minutes, alors que l'induction de l'ex-
pression des ces récepteurs est beaucoup plus
rapide (quelques secondes). Il existe deux méca-
nismes de régulation de cette expression. Le pre-
mier implique l'induction de la sécrétion a la surface
de la P-sélectine stockée dans les granules o ou dans
les corps de Weibel-Pallade. De nombreux facteurs
solubles, tels que la thrombine et I'histamine, sti-
mulent en quelques minutes la fusion des granules
sécrétoires a la membrane plasmique et, par consé-
quent, son expression a la surface cellulaire. Elle n'y
transite qu’un court moment puisqu'elle est rapide-
ment internalisée pour étre soit dégradée dans les
lysosomes, soit recyclée via I'appareil de Golgi . Ce
type de traffic cellulaire est controlé, a différentes
étapes, par la queue cytoplasmique de la P-sélectine
. Le second mécanisme correspond A une activa-
tion transcriptionnelle du gene induite par des cyto-
kines telles que I'IL-4 et I'oncostatine M.

Il est 2 noter que les E- et P-sélectines sont expri-
mées de facon constitutive dans certains tissus
comme les vaisseaux irriguant la moelle osseuse *.

LES LIGANDS DES SELECTINES

Chaque sélectine possede un domaine de recon-
naissance des glucides, CRD, doté d'une haute affi-
nité a un oligosaccharide spécifique appartenant a la
famille des sialyl-Lewis (sLe), présenté par des glyco-
protéines ou des protéoglycannes de surface. Les
glycoprotéines appartiennent principalement a la
famille des sialomucines. Plusieurs ligands
(TableauI) ont été décrits pour chaque type de
sélectine. Pour la L-sélectine quatre ligands naturels
ont été identifiés : Le MAACAM-1 (mucosal vascular
addressin cell adhesion moleculel), GlyCAM-
1(Glycosylation-dependent  cell adhesion mole-
cule-1), CD34 et Spg200 . Dans le cas de la E et la
P- sélectine les ligands les plus connus sont respec-
tivement ESL-1 (E-selectin-ligand-1) et PSGL-1
(P-selectin glycoprotein ligand-1). D'autres ligands
ont été décrits tels que les glycolipides sulfatés (sul-
fatides) et les sulfoglucuronyl-glycosphingolipides *.
Les glycosphingolipides sont présents sur
l'endothélium microvasculaire cérébral et sur les
cellules endothéliales, suggérant un role potentiel
de ces molécules dans la régulation tissu-spécifique
de liaison de sous-populations de leucocytes.

Il est intéressant de noter aussi que la E-sélectine
peut lier des structures complexes de type
N-glycannes sans la contribution d'un squelette
polypeptidique *.

Déterminant sucré

Les oligosaccharides les plus connus sont les
épitopes  sialyl-Lewis a (NeuAca2, 3Galpl, 4
(Fucal, 4) GIcNAC) et les sialyl-Lewis x (NeuAca2,
3Galpl, 3 (Fucal, 3) GlcNAc) et ses dérivés sulfatés
le 6-sulfosialyl-Lewis x, 6-sulfosialyl-Lewis x et
6-6™-sulfosialyl-Lewis x (Figure 2).

Tableau I : Caractéristiques (a) structurales et (b) fonctionnelles des principaux ligands des sélectines. HEV : cellules
endothéliales des veinules, Tm : transmembranaire, GPI : ancre glycophosphatidyl-inositol, Sol : soluble.

(@)
. . . Modifications post-traductionnelles
Ligand Taille (Kda) - Topologie O-glycosylation fN-glycosthtion sialylation  sulfatation
GlyCAM-1 50 Sol + + + +
MadCAM-1 60 Tm + + + +
ESL-1 150 Tm - + + -
PSGL1 110 Tm + + + +
CD24 28 GPI + - + +
CD34 90 Tm + + + +
CD44/HCELL 150 Tm + + + +
spg200 200 Tm + nd + nd
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®)
Interactions
Ligand Distribution —— — —
E-sélectine L-sélectine P-sélectine

GlyCAM-1  HEV des ganglions lymphatiques - +
Madcam1  FEV des ganglz’om lymphatiques, veinules de la ] n

muqueuse intestinale
ESL-1 Cellules myéloides +
PSGL1 Cellules myéloides et lymphocytes + +
CD24 Lymphocytes, neutrophiles, érythrocytes +
CD34 HEV des ganglions lymphatiques, endothélium n

vasculaire, cellules souches hématopoiétiques
CD44/HCELL Cellules souches hématopoiétiques, lymphocytes T + + -
spg200 HEV des ganglions lymphatiques + -

Les résidus de fucose et dlacide sialique sont
nécessaires pour l'interaction des ligands avec les
sélectines. D'autres oligosaccharides non fucosylés,
différents du sLex ont été décrits . On peut citer les
sulfatides et les polysaccharides sulfatés tels que la
fucoidine, 'héparine et les glycosaminoglycannes.
Ces derniers contenant du sulfate et de nombreux
résidus d'acide hexuronique *> 7 %, Ces épitopes
possedent une faible affinit¢ de liaison avec les
sélectines * " *'. Cependant, d’autres auteurs ont
montré que ces différents polysaccharides sulfatés
ont une forte affinité de liaison pour les sélectines .
La sulfatation joue un role-clé dans les interactions
sélectine-ligand. La sulfatation des sLex est néces-
saire a la fixation de la P- et de la L-sélectine. En
revanche, la E-sélectine se lie au sLex indépendam-
ment de la présence de sulfatation ™ ** %%,

Les structures glycanniques sont synthétisées par
les glycosyltransférases, enzymes localisées princi-
palement dans l'appareil de Golgi. Elles ajoutent des
monosaccharides de facon séquentielle a des posi-

CH20H w o W
CH20H CH20H
CH3 = C —HN 0 coo 8
] 0 -
0 B=R
0 o
o]
]
N—=C—CHs
|
H

Figure2:Repésentation de l’épitope sialyl-Lewis x.
GlcNAc : N-acétylglucosamine, Gal : galactose, Fuc : fucose,
NeuAc : acide sialique. < : 7 sites potentiels de sulfatation.

tions spécifiques sur des accepteurs qui peuvent
étre des lipides, des protéines ou des oligosaccha-
rides en cours d'‘élongation .

MAACAM-1

MAdCAM-1 (Molécule dAdhérence Cellulaire de la
Muqueuse-1) est une glycoprotéine de 60 kDa.
Elle est exprimée de facon ubiquitaire au cours du
développement feetal, puis disparait dans la plupart
des tissus apres la naissance a I'exception de l'intes-
tin grele, du colon, des plaques de Peyer et les cel-
lules endothéliales (HEV) des ganglions lympha-
tiques mésentériques ** . MAACAM-1 possede trois
domaines homologues aux immunoglobulines res-
ponsables de linteraction avec lintégrine a4f7 .
Cette protéine joue un role important dans le recru-
tement des leucocytes au cours de I'inflammation
chronique de lintestin comme dans le cas de la
maladie de Crohn *. Récemment, l'expression de
MAdCAM-1 a été détectée dans l'inflammation chro-
nique du foie®, des tissus cérébraux ', des vaisseaux
maternels au niveau de la zone vasculaire du pla-
centa ™ et dans la moelle osseuse *.

GlyCAM-1

GlyCAM-1 joue un role-clé dans le homing des
lymphocytes vers les tissus lymphoides, tissus a
partir desquels elle a été purifiée ***. Cette protéine
de50kDaestdépourvuede région transmembranaire
et par conséquent, présente les caractéristiques
d'une molécule sécrétée. La détermination de la
séquence primaire a montré quelle est composee
de 132 acides aminés et qu'elle contient de
nombreuses sérines et thréonines, sites potentiels
de O-glycosylation .
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CD34

CD34 (ou sgp90) est une glycoprotéine sulfatée de
type mucine > ** exprimée sur les HEV des ganglions
lymphatiques périphériques ainsi qua la surface des
cellules souches hématopoiétiques . Sa chaine
polypeptidique comprend un domaine N-terminal
mucine-like de 145 acides aminés riche en Ser et
Thr, un domaine globulaire de 66 acides aminés et
un domaine transmembranaire C-terminal ¥. Ce
ligand doit étre correctement glycosylé et sulfaté
pour étre reconnu par la L-sélectine.

Toutefois, la sialomucine CD34 des HEV ne
représente que 50% de l'ensemble de lactivité
adhésive de la L-sélectine. De plus, le « homing » des
lymphocytes sur les cellules HEV et le recrutement
des leucocytes vers les sites de linflammation
se maintiennent chez la souris n'exprimant pas le
CD34 ™. Ainsi, il existerait un autre ligand pour la
L-s¢lectine sur les ganglions lymphatiques. La
glycoprotéine 200 (sgp200), une glycoprotéine
sulfatée de 200 kDa, serait un candidat car elle est
reconnue par une L-sélectine recombinante au
niveau des cellules endothéliales des ganglions
lymphatiques * .

PSGIL-1

PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1) a été
caractéris¢ comme le ligand potentiel de la
P-sélectine par Moore en 1992°", PSGL-1 est exprimé
par tous les neutrophiles, les monocytes et les
lymphocytes. Cependant, une glycosylation
spécifique est nécessaire pour sa fonction.
Structuralement, PSGL-1 est une protéine
transmembranaire de type I avec une courte queue
cytoplasmique C-terminale hautement conservée et
un domaine transmembranaire suivi de 16
répétitions d'un décapeptide dont la séquence
consensus est : A-T/M-E-A-Q-T-T-X-P/L-A/T,
ou X = P A Q, E ou R). Ces domaines répétés
sont abondamment O-glycosylés . Lextrémité
N-terminale du domaine extracellulaire possede
trois résidus tyrosine susceptibles d'étre sulfatés
(QATEYEYLDYDFLPET). La sulfatation d'un seul
résidu tyrosine est nécessaire pour obtenir une
fixation de haute affinité de la P-sélectine ™"

Sur les leucocytes, le PSGL-1 est exprimé sous forme
homodimérique. Un pont disulfure lie les 2 sous-
unités de 120 kDa > . Létude de la relation
structure-fonction de ce ligand montre I'importance
de la partie N-terminale. Des anticorps monoclonaux

dirigés contre les épitopes proches des trois
tyrosines sulfatées bloquent completement le
roulement des neutrophiles in vitro ™ et in vivo”’. La
délétion de dixacides aminés de la partie N-terminale
bloque l'activité du PSGL-1>*, Lélimination sélective
du domaine extracellulaire du PSGL-1 par la
O-sialoglycoprotein endopeptidase (OSGE) *
ou le remplacement des résidus tyrosine par le
tryptophane, empéchent le roulement des
leucocytes sur les cellules endothéliales ™.

Grace a son affinité pour les différentes sélectines, le
PSGL-1 joue un role important dans le maintien du
roulement des leucocytes ™" ™. Son expression est
concentrée a lextrémité des microvillosités des
leucocytes * ® . PSGL-1 a un role crucial dans la
signalisation intracellulaire en activant entre autre la
protéine Syk ™,

[l apparait quen absence de PSGL-1 la glycoprotéine
CD24 pourrait étre un ligand de la P-sélectine. En
effet, il a ét¢ montré que certaines lignées cellulaires
issues de carcinomes mammaires, qui n'expriment
pas le PSGLI1, sont capables d'interagir avec la
P-sélectine via le CD24 ™.

ESI-1

ESL-1 (E-selectin ligand-1) est une glycoprotéine
golgienne de 150 kDa purifiée par affinité a partir
des cellules myéloides . ESL-1 possede une grande
homologie de séquence avec MG-160, une
sialylglycoprotéine membranaire de l'appareil de
Golgi, et avec le récepteur du facteur de croissance
des fibroblastes basique (Basic Fibroblast Growth
Factor, bFGFR) ® ®. Cette homologie suggererait
une activité tyrosine kinase de ESL-1 qui pourrait
étre impliquée dans la signalisation a la suite de son
interaction avec la E-sélectine. D’ailleurs, il est situé
dans les interfaces destinées au contact cellule—
cellule des leucocytes . I est aussi présent sur les
microvillosités de la surface des cellules myéloides
et lymphoides .

ESL-1 est décoré seulement par des N-glycannes .
Des données récentes indiquent que ESL-1 coopere
avec PSGL-1 et CD44 pour obtenir une efficacité
optimale de roulement ", En effet, I'utilisation de la
stratégie des siRNA ciblant les ARNm codant pour
ESL-1 et/ou les souris KO PSGLI et/ou CD44 montre
limportance de cette synergie dans le roulement
des leucocytes. Le méme travail montre que ESL-1
et CD44 sont impliqués dans le controle de la
vitesse de roulement des leucocytes, tandis que
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PSGL-1 est principalement impliqué dans leur
capture.

CD44

Cest a la surface des lymphocytes T que l'antigene
CD44 a été décrit pour la premiere fois comme un
récepteur de I'acide hyaluronique, composant crucial
de la matrice extracellulaire *. CD44 représente une
famille de glycoprotéines transmembranaires de
type I La diversité¢ de cette famille sexplique par
I'épissage alternatif des 10 exons qui composent le
gene et par de multiples modifications post-traduc-
tionnelles, principalement des N- et O-glycosylations
et des sulfatations . Le variant CD44 appelé aussi
HCELL est un ligand de la E- et de la L-sélectine. 1l est
impliqué dans l'activation des lymphocytes et leur
recrutement au niveau des sites d'inflammation”.
Des travaux sur le carcinome mammaire ” ont per-
mis d’identifier un variant d'épissage de CD44
(CD44v4). Cette isoforme, décorée avec le sialyl-
Lewis x, permet linteraction du CD44 avec la
E-sélectine. Le groupe de Siegelman a démontré que
le CD44, outre son role de récepteur de la E-sélectine,
peut interagir avec l'intégrine a4f31 via son domaine
cytoplasmique. Cette association a une influence
significative sur le roulement et I'adhérence ferme
des lignées de lymphocytes T ™.

SIGNALISATION

Bien que le role joué par les selectines dans
l'adhérence des leucocytes a I'endothélium ait été
largement étudi¢, leur role potentiel dans la
signalisation intracellulaire na été que plus
récemment décrit. Les premieres observations
montrant un role de la L-sélectine dans la
transduction des signaux ont été décrites dans des
cellules humaines activées. Une augmentation du
Ca** cytosolique libre, suivie d'une expression des
ARNm du TNF-a et de I'lL-8, ont été observées dans
les neutrophiles . Des travaux de Waddell et ses
collaborateurs réalisés sur les neutrophiles montrent
que la liaison de la L-sélectine a son ligand augmente
la phosphorylation des tyrosines de plusieurs
protéines dont la MAP kinase *. Plusieurs travaux
ont ensuite démontré qu’il existe une séquence
d’événements partant des sélectines et conduisant a
l'activation des intégrines. En effet, la liaison de
GlyCAM-1 a la L-sélectine des lymphocytes humains
induit l'activation de l'intégrine aMp2 (Mac-1) qui,
par la suite, lie son contre-récepteur ICAM-1".

Certaines ¢tapes de la cascade de transduction des
signaux déclenchée par le PSGL-1 ont également été
identifiées. La liaison des lymphocytes T humains
provenant du sang périphérique a la P-sélectine
immobilisée stimule la phosphorylation sur les
tyrosines de la FAK (Focal Adhesion Kinase),
protéine initiatrice des voies de signalisation
activées par les intégrines. Cette activation de la
protéine FAK entraine une cascade de
phosphorylation aboutissant a I'activation de
certains facteurs de transcription qui vont réguler la
survie, la migration et la prolifération cellulaire. Une
anomalie de la protéine FAK favoriserait donc
I'invasivité des cellules cancéreuses et le
développement tumoral ™.

Hu et coll. ont rapporté une activation de la voie Erk
suite a I'adhésion des leucocytes via la E-sélectine et
de l'agrégation de la E-sélectine de surface par des
anticorps, ainsi qu'une augmentation concomitante
de la transcription du gene codant pour c-fos. 1l
s'avere donc que la E-sélectine est capable de délivrer
un signal activateur de la cascade MAP kinase dans la
cellule endothéliale lors de son interaction avec les
leucocytes et de controler l'expression de genes
précoces *'. Les mémes auteurs ont également
montré que le domaine cytoplasmique de
la E-sélectine est essentiel pour la transduction du
signal, puisque sa délétion supprime l'activation de la
voie Erk et l'induction de l'expression de c-fos ™

ROLES PHYSIOPATHOLOGIQUES
DES SELECTINES

Inflammation

Linflammation survient a la suite d'une agression
constituée par une blessure, un traumatisme post-
chirurgical ou une invasion par un agent pathogene.
Elle se manifeste par quatre signes principaux :
rougeur, chaleur, gonflement et douleur.
Le mécanisme inflammatoire fait intervenir un
grand nombre de substances présentes dans le sang,
entre autres des hormones, des prostaglandines, de
I'histamine, des protéines du complément et des
cytokines. L'adhérence intercellulaire, entre cellules
endothéliales et cellules sanguines, joue un role
majeur dans la régulation de la cascade inflammatoire.
Ladhérence des leucocytes sur la paroi interne des
Vaisseaux sanguins est un processus important qui
précede leur extravasation vers les organes lymphoides
secondaires, ou vers les zones inflammées. La cascade
d’adhérence roulement et transmigration des
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leucocytes a travers les cellules™ se déroule en quatre
étapes successives (Figure 3):

* La capture, étape transitoire et réversible.

* Le roulement des leucocytes sur la surface
endothéliale

Ces deux premieres étapes sont dépendantes
essentiellement des sélectines.

e l'activation leucocytaire, ¢tape rapide et
dépendante des chimiokines, est suivie de 'adhérence
ferme et stable a la surface endothéliale controlée par
les intégrines.

* La transmigration des leucocytes a travers les
cellules endothéliales ou diapédese.

Les travaux de Vestweber et ses collaborateurs ont
montré l'importance de la P-sélectine dans le pro-
cessus inflammatoire et son intervention précoce
dans les interactions des leucocytes avec les pla-
quettes ou l'endothélium activé. En effet, des expé-
riences sur des souris déficientes dans l'expression
du gene de la P- et de la E-sélectine, ont montré une
diminution de la migration des neutrophiles sur des
temps courts et une diminution du roulement des
leucocytes *®, D'autres travaux ont montré que la
P-sélectine peut également amener une spécificité
dans le recrutement des leucocytes. En effet, les
cellules traitées par linterleukine IL-4 recrutent
principalement des éosinophiles . Il a été constaté
qu'une déficience en L-sélectine induit une réduc-
tion significative de la migration des neutrophiles,
des monocytes et des lymphocytes *. Les souris
double ou triple KO pour la E- et/ou P- et/ou
L-s¢lectine montrent des perturbations importantes

de la migration et du roulement des neutrophiles
associés a une leucocytose et une sensibilité accrue
aux infections bactériennes ** ¥ . Pendant linflam-
mation, le role principal des groupements sLea et x
a été associé au roulement des leucocytes sur l'endo-
thélium via leurs interactions avec les différentes
sélectines ¥, Méme si ce role est généralement
associé aux deux formes de sialyl-Lewis, on leur
attribue des roles spécifiques. Les sLea seraient
impliqués  essentiellement dans les premiers
contacts et un peu dans le roulement via leur inte-
raction avec la L-sélectine, alors que les sLex permet-
traient davantage le roulement et peut-étre méme
l'adhérence ferme via leurs interactions avec la E- et
la P- sélectine ”’.

Le systeme immunitaire est une organisation de
cellules et de molécules ayant un role spécialisé
dans la défense de I'organisme contre les infections.
Normalement, I'inflammation a une fonction béné-
fique de protection contre une agression. Cependant,
dans certains cas la réponse inflammatoire, exces-
sive ou inadaptée, est a l'origine de pathologies
inflammatoires aigués et chroniques. Par exemple,
un recrutement excessif des leucocytes est impliqué
dans des maladies comme la polyarthrite rhuma-
toide et I'asthme. Une modification de l'interaction
des oligosaccharides sLex avec les sélectines est une
des causes de I'augmentation de la réponse immuni-
taire  pendant [linflammation pathologique "
Linhibition de lactivit¢ des sélectines ou de
leur expression pourrait alors constituer un traite-
ment potentiel des maladies inflammatoires.

Intégrines

Leucocyte circulant Capture Roulement Adhérence ferme Transmigration

=0 = =i = X =1 I | s I = 1 =
o 1 ¢

= I F | | — I r=1 1) =) | encotniom

______________________________________________________ Site inflammatoire

Organe lymphoide secondaire
¥ L-sélectine 9 E-sélectine ¢ P-sélectine 11 Intégrines ¢ SLe® ¢ CD34 I VCAM/ACAM

Figure 3 : Cascade d’événements menant au recrutement des leucocytes. (D'apres le livre Essentials of Glycobiology. Chapitre 26).
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Des anticorps monoclonaux dirigés contre les sélec-
tines ont été utilisés dans des essais cliniques pour
les inhiber. Cependant, ils ont donné au mieux une
réduction du processus inflammatoire *' pourtant
les résultats d’essais cliniques qui ciblent les interac-
tions P-sélectine/ligand intervenant dans des patho-
logies inflammatoires (asthme, allergies...) sont
encourageants > . De plus, une forme recombi-
nante soluble du PSGL-1 a ét¢ montrée capable
d’inhiber de maniere compétitive l'interaction entre
leucocytes circulants Fendothélium activé””.

Angiogeneése tumorale et métastase

Il est maintenant établi que la présence de struc-
tures glucidiques de la famille des sialyl-Lewis a la
surface de cellules cancéreuses est un indice de
mauvais pronostic pour les patients, a cause du
potentiel métastatique ¢€levé de ces cancers.
Cependant le mécanisme impliqué reste encore
flou. La E-sélectine permet I'adhérence des cellules
cancéreuses humaines a I'endothélium en se liant
aux ligands oligosaccharidiques de type sLea et x
qui se trouvent a leur surface * " ** %, Par ailleurs,
la cimétidine, une drogue qui empéche l'expression
de la E-sélectine, bloque l'adhérence des cellules
tumorales a I'endothélium et empéche la formation
de métastases """ I a été démontré, sur des cellules
d’hépatocarcinome, que les structures sLex per-
mettent aux cellules cancéreuses d’interagir avec les
cellules endothéliales activées via la E-sélectine "
" et que la modification des ces structures inhibe
cette interaction. Ce ci entraine une inhibition des
deux étapes initiatrices du processus métastatique
que sont le roulement et 'adhérence aux cellules
HUVEC activées .

Limplication des P- et L-sélectines dans le dévelop-
pement des cancers a également été décrite 104.
Cependant, la plupart des cellules cancéreuses
n'expriment pas le ligand potentiel PSGL-1 de la
P-s¢lectine, d'ou l'idée que la sélectine P jouerait un
role moins important dans I'adhérence des cellules
cancéreuses "',

Toute glycoprotéine ou tout glycolipide exprimé
par les cellules tumorales et possédant la structure
sLea ou x pourrait eétre un ligand potentiel des
sélectines”. Le sLex et le sLea sont par conséquent
des marqueurs tumoraux avec des applications pos-
sibles dans le diagnostic et le suivi des tumeurs
apres traitement ™. Moduler ou diminuer la forma-
tion de ces motifs oligosaccharidiques peut donc

savérer potentiellement intéressant. Ainsi, Mathieu
et al ont démontré, par surexpression du gene de la
fucosyltransférase 1 (FUT1), que la diminution de
lexpression des antigenes sLex dans des cellules
d’hépatocarcinome inhibe I'angiogenese et la crois-
sance tumorale in vivo . Lintérét serait donc de
mettre au point de facon la plus simple possible des
analogues possédant une grande affinité et une
spécificité pour la P-) la E- et la L-sélectine et pou-
vant donc entrer en compétition avec les ligands
présents sur les cellules cancéreuses. Lexemple du
peptide synthétique IELLQAR, reconnu par les anti-
corps anti sLea et sLex, et qui a permis d'inhiber la
colonisation de cellules tumorales de poumon '**
exprimant 'épitope sLex confirme l'importance de
cette voie thérapeutique contre le cancer.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Lensemble de ces études montre que les trois
sélectines sont dotées de fonctions, a la fois, com-
munes et distinctes dans la régulation des
reponses immunitaires inflammatoires et que
cette dualité fonctionnelle aboutit a un recrute-
ment leucocytaire optimal. La P-sélectine endo-
théliale a un role prépondérant puisqu’elle peut, a
elle seule, supporter la capture et le roulement
des leucocytes, tandis que la E-sélectine permet
essentiellement I'amplification du phénomene en
supportant des interactions entre leucocytes cir-
culants et ceux ayant déja adhéré a I'endothélium.
De plus, de nombreuses études ont montré que
les sélectines pourraient etre impliquées dans la
progression tumorale et le développement des
métastases. Récemment, notre laboratoire associé
a une équipe de 'unit¢ INSERM UMR911 (CRO2,
Marseille) a permis montrer que le venins de
Macrovipera Lebetina inhibe spécifiquement
'adhérence médi¢e par la L-sélectine (résultats
non publiés). Lapproche expérimentale par
immunofluorescence (Figure 4) démontre que ce
venin est capable de prévenir la fixation de la
L-sélectine via une interaction directe qui semble
dépendante du domaine lectinique. Cette activité
est tres spécifique des L-sélectines, puisque la
P-sélectine est peu affectée, alors que la E-sélectine
¢tait totalement insensible a ce traitement.
Lidentification des molécules bioactives pouvant
bloquer la fonction des sélectines pourrait s'avé-
rer d’'un grand intérét dans la mise en place de
nouvelles thérapies anticancéreuses.
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+ venin

- venin

Figure 4 : Effet du venin de Macrovipera Lebetina sur
la fixation de sélectines solubles recombinantes. Les
CHO271 adhérentes, cellules modeles qui fixent les trois
sélectines, sont incubées a 4°C pendant une heure en
présence des sélectines recombinantes +/- 0,5 ul de
venin de Cerastes cerasles. La fixation est observée au
microscope a fluorescence (objectif X40) apres 45 min
d’incubation avec un anticorps secondaire couplé au
fluorochrome alexa 594.
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