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Résumé

Introduction : Staphylococcus aureus (S. aureus) est une bactérie opportuniste fréquemment
responsable d’infections sévéres et récurrentes. Les cellules endothéliales (CEs) se situent en
premiére ligne des défenses immunitaires contre S. aureus mais représentent aussi 'un des
principaux moyens de dissémination de I'infection. La vitamine C (acide ascorbique, AscH2) est
largement impliquée dans limmunité contre l'inflammation chronique, ou elle joue un réle
immunostimulant, anti-inflammatoire et antibactérien. Dans ce contexte, I'effet ex-vivo de 'AscH2
a été évalué sur des cellules endothéliales primaires au cours de l'infection a S.aureus.

Matériels et méthodes: Les CEs ont été isolées a partir de la veine du cordon ombilical
humain (HUVECS), aprés trois passages, les cellules ont été infectées ou non par S. aureus,
puis traitées ou non par 'AscH2. Les expériences ont été effectuées sur des cellules isolées,
des surnageants de culture cellulaire et des lysats de cellules.

Résultats: Le traitement par AscH2 a induit une baisse remarquable de la production du
monoxyde d’azote (NO) et une augmentation modérée de l'activité de l'arginase chez les
HUVECSs infectées par S. aureus (p < 0,05 et p > 0,05 respectivement). Bien que les niveaux de
sécrétion des molécules d’adhésion sICAM-1 (sCD54) et sE-sélectine (sCD62E) n’étaient pas
significativement différentes entre les HUVECS infectées traitées et celles infectées non traitées,
le traitement par AscH2 pourrait exercer un effet inverse sur sSICAM-1 par rapport aux HUVECs
contrbles non infectées. De plus, le traitement par AscH2 semble avoir un effet significatif sur la
prévention de la nécrose HUVEC induite par linfection a S. aureus (p < 0,05). Ainsi, AscH2 a
augmenté significativement I'activité redox protectrice chez les cellules infectées, comme le
montre I'activité du superoxyde dismutase (SOD) (p < 0,05). L'infection par S. aureus a induit une
diminution considérable de concentrations d’ions de calcium liés totaux (,Ca?" par rapport aux
HUVECs contrdles, tandis que le traitement par AscH2 a entrainé une légéere augmentation des
concentrations de ,Ca?* dans les HUVECSs infectées par rapport aux HUVECSs infectées et non
traitées (p > 0,05). De plus, le traitement par AscH2 a baissé I'élévation de cholestérol cellulaire
total (xcCHOL) intracellulaire induite par I'infection a S. aureus (p < 0,05). Par ailleurs, I' AscH2 a
contre régulé 'augmentation des niveaux d’'iGLU générés lors de I'infection a S. aureus (p < 0,05).
De plus, il a significativement décru la croissance de S. aureus (p < 0,05) et il a significativement
augmenté son internalisation et sa lyse intracellulaire par HUVEC (p < 0,05), ainsi, I'AscH2 a
induit I'activation du cycle cellulaire des HUVECs (p < 0,01). Enfin, le traitement par AscH2 a
réduit la production d’IL-6 et d’T'lL-1B chez les HUVEC infectées par S. aureus (p > 0,05 et p <
0,05 respectivement).

Conclusions : Nos résultats démontrent qu’au cours de l'infection a S. aureus, le traitement par
AscH2 favorise la survie, améliore les activités fonctionnelles des EC humains, et prévient
I'exacerbation de la réponse inflammatoire, tout en induisant l'augmentation de [Iactivité
bactéricide des HUVECSs.

Mots clé : Activité bactéricide; activités fonctionnelles et survie des CE; cellules endothéliales;
effet immunomodulateur; infection a S.aureus; vitamine C; réponse immunitaire/inflammatoire.
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Abstract

Introduction: Staphylococcus aureus (S. aureus) is an opportunistic bacterium frequently
responsible for severe and recurrent infections. Endothelial cells (ECs) are one of the first lines
of immune defenses against S. aureus but are also one of the main means of spreading the
infection, leading to persistent chronic infections associated with endothelial dysfunction.
Vitamin C (ascorbic acid, AscH2) is widely involved in immunity against chronic inflammation,
where it plays an immunostimulant, anti-inflammatory and antibacterial role. Here, we studied
the ex vivo effects of AscH2 on primary endothelial cells during S. aureus infection.

Material and Methods: ECs were isolated from the human umbilical cord vein (HUVECS),
after three passages, cells were infected or not with S. aureus, then treated or not with AscH2,
experiments were carried out on isolated cells, cell culture supernatants and cell lysates.
Results: AscH2 treatment induced a marked downregulation of NO production and a
moderate upregulation of arginase activity in S. aureus-infected HUVECs (respectively, p <
0.05 and p > 0.05). Although the upregulated release levels of SICAM-1 (sCD54) and sE-
selectin (sSCD62E) were not significantly different between treated and untreated S. aureus-
infected HUVECs, AscH2 treatment induced reversing effect on sICAM-1 release when
comparing to uninfected control HUVECs. Moreover, AscH2 treatment appears to have a
significant effect on preventing HUVEC necrosis induced by S. aureus infection (p < 0.05).
Furthermore, AscH2 treatment induced a significant upregulation of cell protective redox
biomarker in S. aureus-infected, as shown by superoxide dismutase (SOD) activity (p < 0.05),
but not by catalase activity (p > 0.05). Additionally, AscH2 treatment induced a slight
upregulation of ,Ca?" levels in infected HUVECs as compared to infected and untreated
HUVECs (p > 0.05). On the other hand, AscH2 treatment downregulated increased total
cellular cholesterol content (.cCHOL) levels in HUVECs induced by S. aureus infection (p <
0.05). In addition, AscH2 treatment markedly reversed S. aureus effect on upregulation of \GLU
levels within infected HUVECs (p < 0.05). Moreover, AscH2 treatment significantly
downregulated S. aureus growth (p < 0.05), and significantly upregulated bacterial
internalization and intracellular killing by HUVECs (p < 0.05), as well as their cell cycle
activation (p < 0.01). Finally, AscH2 treatment has a slight effect on the production of IL-6, but
induced a marked downregulation of that of IL-1f in S. aureus-infected HUVECSs (respectively,
p > 0.05, and p < 0.05).

Conclusions: Our outcomes demonstrated that, during S. aureus infection, vitamin C
treatment promotes human ECs survival and function, as well as prevents inflammatory
response exacerbation, while inducing bactericidal activity.

Keywords: Bactericidal activity; endothelial cells; EC survival and functional activities;
Inflammatory/immune response; Immunomodulatory effect; S. aureus infection; vitamin C.
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Staphylococcus aureus (S. aureus) est une bactérie ubiquitaire, opportuniste, pathogéne
capable de causer diverses infections hospitalieres et communautaires (Alonzo and Torres,
2014; Knox et al., 2015; Tong et al., 2015; Uhlemann et al., 2014) allant des infections
superficielles de la peau et des tissus mous jusqu’aux bactériémies associées au sepsis et au
syndrome du choc toxique (Thomer et al., 2016). S. aureus, grace a une panoplie de facteurs
de virulences, pourrait survivre, proliférer et induire la mort cellulaire au sein d'une large variété
de cellules phagocytaires professionnelles et non professionnelles, y compris les cellules
endothéliales (CEs) (Blattner et al., 2016; Horn et al., 2017; Rollin et al., 2017; Strobel et al.,
2016). Les CEs, ensemble cellulaire profondément hétérogene et plastique qui tapisse la face
interne de I'endothélium, sont actuellement reconnues comme des cellules de I'immunité innée
qui modulent les réponses immunitaires et inflammatoires, en plus de leurs fonctions
physiologiques classiques (Mai et al., 2013; Pober and Sessa, 2007; Sumpio et al., 2002). En
outre, étant a linterface « sang-organes », les CEs sont parmi les premiéres cellules
sentinelles pouvant détecter des agents pathogénes circulants, entrainant par la suite la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, telles que l'interleukine-1 béta (IL-1B) et I'lL-6
(Kofler et al., 2005), et I'expression de molécules d'adhésion, comme la E-sélectine /CD62E
et la molécule d'adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1 / CD54). Il en résulte une transmigration
des leucocytes et leur recrutement vers le site inflammatoire, amplifiant ainsi la réponse
immune. Les CEs sont ainsi douées d’activité phagocytaire non professionnelle et sont en
mesure d'internaliser des hématies apoptotiques (Fens et al., 2012) ou bien des bactéries
(Kozarov, 2012) y compris S. aureus (Lowy et al., 1988; Menzies and Kourteva, 1998).
Néanmoins, l'internalisation et la croissance intracellulaire de bactéries a I'exemple de S.
aureus sont mise en avant pour expliquer la dissémination de certaines infections (Menzies
and Kourteva, 1998; Rollin et al., 2017). De plus, plusieurs études ont rapporté que les CEs
incontrblées sont impliquées dans la progression des maladies inflammatoires et du sepsis
(Gimbrone et al., 1999; Kofler et al., 2005), ainsi que dans la pathogenése de nombreux types
d'infections humaines, en particulier les septicémies a S. aureus (Rollin et al., 2017; Seidl et
al., 2012; Thomer et al., 2016), ou les CEs serviraient de veéhicule pour l'invasion et la
dissémination du pathogéne vers les tissus et les organes (pyohémie), conduisant a des
infections chroniques persistantes, associées au dysfonctionnement de la CE. Ce processus
est secondaire a : i) I'expression dominante et persistante de cytokines pro-inflammatoires par
activation incontrolée de la CE ; ii) l'altération de I'expression des cytokines régulatrices /
anti-inflammatoires (Shao et al., 2014) ; ii) lI'accumulation des espéces réactives defj
l'oxygene (ROS) et de l'azote (RNS) due au déréglement de la capacité antioxydante
cellulaire, entrainant un désaccouplement du monoxyde d'azote (NO) synthase endothéliale
(eNOS) et
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une diminution de la biodisponibilité du NO (Ince et al., 2016), conduisant a un déficit dans la
défense antibactérienne de I'hdte dépendante du NO endothélial (Yang et al., 2009).

De nombreuses stratégies thérapeutiques récentes ont ciblé le dysfonctionnement des CE afin
de prévenir, a un stade précoce, la progression des inflammations systémiques séveres
due a des infections bactériennes, vers un état de choc septique (Cepinskas and Wilson, |}
2008; Nerviani and Mauro, 2018; Pober and Sessa, 2007; Shao et al., 2014). Dans ce
contexte, plusieurs essais cliniques ont démontré I'efficacité de la vitamine C comme
traitement adjuvant dans le sepsis (Cepinskas and Wilson, 2008; Sorice et al., 2014). En
outre, la supplémentation en vitamine C dans des états septiques a montré des effets
prometteurs sur les fonctions endothéliales en réduisant les ROS et en préservant la
production de NO. Cet effet est rapide et durable du fait de 'accumulation importante de
'ascorbate dans les CEs (Wilson, 2009). La vitamine C, micronutriment hydrosoluble
essentiel, est synthétisée de maniére endogene dans le foie chez la plupart des
mammiféres; tandis que les humains et les autres primates, dépourvus de I'enzyme
gulonolactone oxydase nécessaire a la biosynthése de l'ascorbate, dépendent de leur
régime alimentaire comme source exogene de vitamine C (Corpe et al., 2010; Mandl et
al., 2009). Les deux formes de vitamine C, AscH2 (forme réduite) et acide
déhydroascorbique (DHAA, forme oxydée) (Wilson, 2005), sont transportées vers les CEs
par leurs propres transporteurs. Ainsi, l'ascorbate monoanionique / AscH pénétre dans la
CE principalement par le transporteur de la vitamine C dépendant du sodium 2 (SVCT2),
tandis que le DHAA diffuse par les transporteurs facilitateurs du glucose (GLUT), puis est
rapidement réduit en ascorbate dans la cellule (May and Harrison, 2013). Il a été rapporté
gue la vitamine C, molécule antioxydante par excellence, est principalement impliquée
dans l'immunité anti-infectieuse et dans la protection contre l'inflammation chronique,
ou elle joue un réle immunostimulant, anti-inflammatoire et antibactérien (Sorice et al.,
2014). De plus, il a été démontré que la carence en vitamine C pourrait induire des effets
délétéres sur l'immunité et exacerber l'inflammation, augmentant le risque de développement
de plusieurs maladies et la susceptibilité aux infections (Carr and Maggini, 2017; Hemila,
2017). Dans ce contexte, nous avons essayé pour la premiére fois de montrer que la
vitamine C/AscH2 pourrait moduler et améliorer les activités fonctionnelles des CEs et

améliorer leur survie au cours de I'infection a S. aureus.
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CHAPITRE1
Revue de la littérature

1.1. Staphylococcus aureus

Bien que Staphylococcus aureus (S. aureus) est largement répandu comme un germe
commensal, il est a l'origine d’'un grand nombre d’infections pouvant étre graves en raison du
terrain fragile sur lequel il se greffe et de 'émergence de souches résistantes aux antibiotiques.
Ces infections sont superficielles sous forme d’abcés ou d’'impétigo, ou invasives comme
l'arthrite, 'endocardite, la bactériémie associée au sepsis ou encore le syndrome du choc
toxique (Foster, 2005; Thomer et al., 2016; Tong et al., 2015).

1.1.1. Etymologie

S. aureus a été isolé pour la premiére fois a partir d'un pus d’un abcés chirurgical en 1880 par
le chirurgien écossais Alexandre Ogston qui lui a initialement attribué le nom de microcoques
en se référant a la forme sphérique des bactéries (Ogston, 1881). Apres, il a pu les nommer
Staphylocoques, du grecque Staphyle qui définit 'aspect caractéristique des bactéries en
grappe de raisin, et qui les distingue des Streptocoques en chaine, également associés aux
infections de plaies chirurgicales. Ogston a décrit les Staphylocoques comme des cocci se
regroupant en masses qui ressemblent a des grappes de raisin. En 1884, le médecin allemand
Friedrich Julius Rosenbach a dénommé S. aureus par la couleur jaune des colonies ou
Staphylocoque doré, qui provient du latin aurum signifiant or, le distinguant ainsi de S. albus
(du latin albus qui veut dire blanc) (Rosenbach, 1884). S. albus a ensuite été renommé S.
epidermidis en raison de son ubiquité sur la peau humaine (Licitra, 2013).

1.1.2. Epidémiologie

S. aureus est un germe a la fois commensal et pathogéne. Il colonise environs 30% de la
population mondiale, soit en permanence soit de facon intermittente et en méme temps, |l
représente l'une des espéces les plus isolées en milieu hospitalier et communautaire
(Wertheim et al., 2005). L’incidence annuelle des bactériémies a S. aureus dans les pays
industrialisés est de 10-30/100000 personnes (Laupland et al., 2013). Cette incidence s’est
stabilisée depuis la fin des années 1990 aprés une forte augmentation du fait de I'importance
de l'acquisition hospitaliere qui s’explique par la hausse des admissions et des interventions
meédicales invasives. L’émergence de souches résistantes a la méticilline (SARM) en milieu
hospitalier et communautaire (SARM-AH, SARM-AC respectivement) a largement contribué
a cette augmentation méme si la fréquence des bactériémies a SARM est en diminution du
fait de I'amélioration des procédures de soins (Tong et al., 2015). Néanmoins, les SARM
demeurent un sujet de préoccupation en I'absence de nouveaux traitements antibiotiques

efficaces ainsi que le brassage génétique de ces variants via 'homme et ses activités.

5
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S. aureus est la cause majeure d’infections séveres et récurrentes responsables de maladie
invasive, de la bactériémie et du sepsis, dont les facteurs a risque qui augmente l'incidence
de la bactériémie de S.aureus (BSA) sont I'adge (un déterminant puissant de BSA, avec des
taux d’infection les plus élevés aux deux extrémes de la vie), cathétérisme, intubation
endotrachéale, traumatisme, interventions chirurgicales, hémodialyse, dialyse péritonéale,
diabéte et le traitement immunosuppresseur ou anticancéreux(Thomer et al., 2016; Tong et
al., 2015).

1.1.3. Caractéristiques

1.1.3.1. Classification phylogénétique

S. aureus appartient au genre du Staphylococcus, famille des Staphylococacea, ordre des
Bacillales, Classe Il des Bacilli, Phylum XllI des Firmicutes, volume des bactéries a Gram
positif avec une faible teneur en G+C (30-38%), et Domaine des Bacteria, selon la deuxiéme
édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Joanne M. Willey et al., 2019).

1.1.3.2. Caractéristiques biochimiques et identification

Staphylococcus regroupe les bactéries chimioorganotrophes qui se distinguent des
streptocoques par le pouvoir de dégrader le peroxyde dhydrogéne (H.O,) grace a la
disposition de I'enzyme catalase. Par ailleurs, elles sont dépourvues de I'enzyme oxydase, ce
qui les différencie des microcoques. Elles peuvent utiliser 'oxygene comme un accepteur
terminal d'électrons mais en absence d'oxygene elles peuvent utiliser les nitrates comme
accepteur d’électrons. Elles peuvent également fermenter le glucose et le convertir

principalement en lactate.

S. aureus est l'espéce la plus pathogéne chez I'homme et la cause majeure d’infections
fréquentes d’aspects cliniques trés variés. Elle se distingue des autres staphylocoques a
coagulase négative par la pigmentation dorée de ses colonies, d’ou provient son nom, et qui
est due a la présence de la Staphyloxanthine, une caroténoide liée a la membrane (Thomer
et al., 2016), ainsi que par sa capacité a fermenter le mannitol et a synthétiser une coagulase

et une désoxyribonucléase (Joanne M. Willey et al., 2019).

S. aureus sont des Cocci a Gram-positif de 0.5 a 1.0 um de diamétre qui apparaissent le plus
souvent en amas typiques dits « grappes de raisin » (figurel.1). Elles peuvent également étre
isolées, ou regroupées par paires (diplocoques) ou en courtes chainettes. Ce sont des
bactéries immobiles, asporulés, possédant le plus souvent une capsule polysaccharidique,
anaérobies facultative, catalase positive, oxydase négative, coagulase positive, mésophiles

(température optimale est de 37°C), neutrophiles (pH optimal est de 7), et halotolérants (elles
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colonisent des milieux contenant du chlorure de sodium (Nacl) a une concentration supérieure
a 3M) (Joanne M. Willey et al., 2019).

1.1.4. Habitat

S. aureus est un germe ubiquitaire et fréquemment contaminant de plusieurs sites
environnementaux, en milieu hospitalier et communautaire. Son réservoir naturel et
préférentiel est I'homme et les animaux a sang chaud. Cette bactérie commensale fait partie
de la microflore normale de la peau, des conjonctives, du nez, de l'oropharynx ainsi que du
tractus intestinal et vaginal d'environ 30 % des personnes saines de fagon persistante ou
intermittente (Joanne M. Willey et al., 2019; Thomer et al., 2016). Cependant, elle est capable
d'envahir et d’infecter de nombreux types de tissus et d’organes, notamment la peau, les
poumons, I'endothélium cardiaque, les os et les tissus mous (Kumar et al., 2015), en particulier
chez les immunodéprimés et les sujets portant un cathéter vasculaire. Elle représente la cause
majeure de bactériémies, d’endocardites infectieuses, d’infections ostéoarticulaires et

pleuropulmonaires et de sepsis (Blattner et al., 2016; Foster et al., 2014; Thomer et al., 2016).

Acc.V A gpét Maé;r{ )
30.0 kV 1.0 1007003{' SE 83

Figure 1.1. S. aureus en microscopie électronique a balayage (Joanne M. Willey et al.,
2019)

1.1.5. Pouvoir pathogéne et facteurs de virulence

S. aureus est une bactérie multirésistante vis-a-vis des antibiotiques et des antiseptiques. Elle
est trés invasive, capable d’adhésion aux tissus de I'hétes, de survie et d’induction de
I'apoptose chez plusieurs types de cellules de mammiféres, immunitaires et non immunitaires
(Blattner et al., 2016; Horn et al., 2017; Thomer et al., 2016). Elle provoque de ce fait une large
gamme d'infections allant des infections superficielles de la peau et des tissus mous jusqu’au
sepsis et au syndrome du choc toxique (Thomer et al., 2016). Cette pathogénicité s’explique

par la grande diversité des facteurs de virulences qu'elle exprime (facteurs de virulence

7
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exprimés) ou qu'elle sécrete (facteurs de virulence sécrétés) (figurel.2), et qui sont également
en mesure de contrecarrer les défenses de I'héte, et permettent ainsi d'envahir les différents

tissus humains et d’inhiber le recrutement des neutrophiles.
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Figure 1.2. Croissance de S.aureus et principaux facteurs de virulence (Lowy, 1998). La
synthése de protéines de S.aureus est dépendante de la phase de croissance. TSST-1: Toxine du

syndrome de choc septique 1.

1.1.5.1 Facteurs de virulence sécrétés
S. aureus a en effet la capacité de sécréter, aprés invasion, des facteurs d’adhésion, des

toxines qui ont des activités composant la virulence de S. aureus (figurel.3), y compris :

e Les molécules de la résistance aux peptides antimicrobiens (ex. Staphylokinase
(Sak), Déterminant de surface a base de fer (isdA), facteur de résistance aux multiples
peptides (mprF), Auréolysine (Aur) etc.),

e Les molécules lytiques (ex. Hla (a-hémolysine), PVL (Panton-Valentine leukocidin),
psm (phenol-soluble modulin), higabc (Sous-unités gamma-hémolysine A, B, et C), etc),

¢ Les molécules protectrices contre les espéces réactives d’oxygéne (ROS) (ex. SOD
(Superoxide dismutase), SXN (staphyloxanthin), katA (catalase), trxAB (thioredoxine
(TrxA) et thioredoxine réductase (TrxB), ahpCF (Les sous-unités d'hydroperoxyde
réductase d'alkyle C et F) etc),

e Les facteurs d’évasion immunitaire (ex. CHIPS (chemotaxis inhibitory protein of
Staphylococcus), SCIN (staphylococcal complement inhibitor), flipr (Protéine inhibitrice
de type récepteur peptidigue formylique 1), vWbp (von Willebrand factor binding protein),
Coa (coagulase),

e Les molécules de liaison ala matrice extracellulaire (ECM) (ex. CIFAB, sdrcde, CNA
(la protéine de liaison au collagéne), FNBPAB (Protéines A et B de liaison a la

fibronectine), Eap (Protéine d'adhérence extracellulaire), Efb (Protéine de liaison au
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fibrinogéne extracellulaire), etc),

e Les molécules agonistes (ex. LTA (acide lipoteichoique), CPS (capsule
staphylococcique), WTA, (acide téichoique de la paroi), et les entérotoxines (ex. SEs
(entérotoxine staphylococcique), staphylococcal superantigen-like protein (SSL) (SSL-5

7 ,11).
- les entérotoxines
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Figure 1.3. Facteurs de pathogénicité sécrétés par S.aureus (Kobayashi et al., 2015) avec
modifications. AhpCF, Les sous-unités d'hydroperoxyde réductase d'alkyle C et F ; Aur, Auréolysine;
BsaA, glutathion peroxydase; CHIPS, Protéine staphylococcique inhibitrice de chimiotactisme; CIf
Facteur d'agglutination; Cna, collagéne adhésine; Coa, coagulase; CPS, capsule; Eap, Protéine
d'adhérence extracellulaire; Efb, Protéine de liaison au fibrinogéne extracellulaire; FLIPr, Protéine
inhibitrice de type récepteur peptidique formylique 1; fMLP, N-formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine;
FnBPAB, Protéines A et B de liaison a la fibronectine; Hla, a-hémolysine; HIQABC, Sous-unités
gamma-hémolysine A, B, et C; IcaADBCR, Sous-unités d'adhésine intercellulaire A, D, B, C et R; Isd,
Déterminant de surface a base de fer; KatA, Catalase; LTA, Acide lipoteichoique; Luk, leucocidine;
MprF, multiple peptide resistance factor; OatA, O-acetyltransferase A; PSM, phenol-soluble modulin;
PVL, Panton-Valentine leukocidin; ROS, reactive oxygen species; Sak, staphylokinase; Sbi,
staphylococcal IgG-binding protein; SCIN, staphylococcal complement inhibitor; SAdrCDE, Ser-Asprich
fibrinogen / bone sialoprotein-binding protein subunits C, D, and E; SE, staphylococcal enterotoxin;
SOD, superoxide dismutase; Spa, staphylococcal protein A; SSL, staphylococcal superantigen-like
protein; SXN, staphyloxanthin; TrxAB, thioredoxin (TrxA) and thioredoxinreductase (TrxB); vWbp, von

Willebrand factor binding protein; WTA, walltechoic acid.

On distingue plusieurs groupes de toxines qui différent par leurs activités cytolytiques,

protéolytiques, superantigéniques ou ADP-ribosylantes.

- Toxines formant des pores (PFTs): Ce sont des toxines cytolytiqgues qui agissent en
détruisant les cellules immunitaires de I'n6te par la formation de pores dans leurs membranes

cellulaires et par l'altération de la barriere épithéliale ou endothéliale (Bonar et al., 2015)



| Chapitrel. Revue de littérature

(Exp. les hémolysines a, d et y, les leucocidines (LUKE-D) et la toxine PVL (Panton-Valentine
Leukocidin) (Choi et al., 2014, Los et al., 2013).

- Toxines a activité protéolytigue ou anti-protéolytique : Elles regroupent les sérines
protéases dont les plus importantes sont les épidermolysines et les inhibiteurs de protéases
parmi lesquels les protéines staphylococciques inhibitrices de chimiotaxie (CHIPS). Le
mécanisme d’action des épidermolysines est I'hydrolyse des protéines sur un site spécifique.
Leur principale cible est la desmogéline-1, une protéine importante de I'épiderme. En
revanche, CHIPS pourrait empécher le chimiotactisme des neutrophiles en se fixant a
'anaphylatoxine C5a du complément. Elle peut aussi diminuer I'opsonisation et altérer la
maturation des acteurs de la réponse immune adaptative (Otto, 2014).

- Superantigenes : Ce sont les plus puissants mitogéenes des cellules T. Plus de trente
superantigenes ont été identifiés chez S. aureus. Ces protéines, dont les entérotoxines, sont
capables d’interagir avec la liaison entre CMH de classe Il du macrophage et le récepteur
TCR des lymphocytes T entrainant la stimulation massive du systeme immunitaire avec une
libération incontrélée de cytokines proinflammatoires et notamment de facteur de nécrose
tumoral (TNF-a), d’interleukine 1 (IL-1), d’interleukine 2 (IL-2) et d’interféron gamma (IFN-y)
(Proft and Fraser, 2003).

1.1.5.2. Protéines de surface

S. aureus peut exprimer plus de 24 protéines de surface différentes qui ont la capacité de se
fixer sur les molécules de I'héte. La grande maijorité de ces protéines appartiennent a la famille
des MSCRAMM (Microbial Surface components Recognizing Adhesive Matrix Molecules)
(Brown et al., 2014). Parmi les mieux caractérisées, on peut citer la protéine de liaison au
collagene (CNA), les protéines de liaison a la fibronectine (FNBP)A (FNnBPA), et B (FNBPB), et
les protéines de liaison au fibrinogene (CIfA et CIfB) (Choi et al., 2014). Leur expression
dépend des conditions de croissance de la bactérie (figure 1.2.). Ces protéines ont un role
crucial dans la survie et la croissance bactérienne aussi bien dans les conditions commensales
gue pathogénes. Une seule protéine peut avoir de multiples fonctions et parallélement,
plusieurs protéines peuvent avoir des fonctions redondantes (Foster et al., 2013; Kwiecinski
et al., 2014)(Tableau 1.1).
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Tableau 1.1 Principales protéines de surface de S. aureus et leurs fonctions (Foster et
al., 2013)

Protéine Fonction
Protéine A Inhibition de 'opsonisation et de la phagocytose
Inflammation

Clumping factor A (CIf A) Adhésion au fibrinogéne immobilisé
Immunoinvasion par liaison au fibrinogene soluble et par
dégradation du C3b
Clumping factor B (CIf B) Adhésion aux cellules épithéliales desquamées
Colonisation nasale
S. aureus surface protein X Formation des biofilms, agrégation cellulaire et adhésion aux
(SasX) cellules des squames
Protéine de liaison au Adhésion aux tissus riches en collagéne
collagéene (Cna) Prévention de I'activation de la voie classique du complément
Protéine de liaison a la Adhésion ala matrice extracellulaire

fibronectine (FNBP) Invasion

1.1.6. S. aureus et systéme immunitaire

1.1.6.1. Acteurs de I'immunité innée de I’héte contre S. aureus

L'immunité innée contre l'infection a S. aureus comporte de multiples facettes et est spécifique
aux tissus (Brandt et al., 2018). Plusieurs études ont montré le role clé des PRRs (pathogen
recognition receptors) et des voies de signalisation de cytokines spécifiques comme I'lL-1 dans
la pathogénese de S.aureus (Bekeredjian-Ding et al., 2017; Brandt et al., 2018). La
signalisation des PRRs parmi lesquels Toll like receptors (TLRs), NOD like receptors (NLRS)
et C lectin like receptors (CLRS), est activée subséquemment a la reconnaissance spécifique
des différents compartiments bactérien (Askarian et al., 2018), en effet, TLR2 détecte en
particulier les lipoprotéines et lacide lipoteichoique, tandis que NOD2 détecte le
peptidoglycane staphylococcique (Askarian et al., 2018; Fournier, 2013; Fournier and Philpott,
2005) (figure 1.4). Cette reconnaissance induit I'activation de facteurs de transcription comme
MyD88 (Myeloid differentiation primary reponse gene 88), IRAK (IL-1 Receptor Associated
Kinase) , IkBK (Inhibitor-kappa B Kinase) et NFkB (Nuclear Factor-kappa B), et stimule
I'activation de l'inflammasome qui est requis pour la maturation de la caspase-1 permettant
ainsi la synthése de différentes cytokines et chimiokines qui participent a la réponse
inflammatoire et au recrutement des neutrophiles vers le site de l'infection (Askarian et al.,
2018; Brandt et al., 2018; Miller and Cho, 2011) (Tableaul.2).

11
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Stimuli-induced TLR2- and NOD2 mediated signaling
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Figure 1.4. Reconnaissance de S. aureus et voies de signalisation TLRs et NOD2
( Askarian et al., 2018). MyD88:myeloid differentiation factor-88, TIRAP: TIR associated protein,
IRAK: IL-1 receptor associated kinase, TRAF: tumor necrosis factor receptor-associated factor, TAK1:
growth factor-B-activated kinase-1, TAB: TAK1 binding protein 1, IKK: IkappaB kinase, MAPK: mitogen
activated protein kinase, NF-kB: nuclear factor kappa B, AP-1: activator protein 1, RICK: CARD-

containing serine/threonine kinase.

Le systeme du complément participe surtout dans l'opsonisation et la promotion de la
phagocytose par les phagocytes professionnels qui comprennent les neutrophiles et les
macrophages et par les phagocytes non professionnels tels que les cellules endothéliales
(Pietrocola et al., 2017). Ces actions induisent I'expression des VCAM (vascular cell adhesion
molecule), ICAMs (Intercellular adhesion molecule), des récepteurs du Fc (fragment
cristallisable) et la sécrétion des IL-1 , IL-6 , et IL-8 (Interleukine-1,6,8) (figure 1.5) , en plus
des facteurs de chimiotactisme comme CXCL1, CXCL2, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CCL27,
et CCL20 (Brandt et al., 2018). Elles entrainent également la production par les cellules
endothéliales dites résidantes d'IL-8, GRO-alpha (growth related protein) et C5a (Complement
component 5a). L’influx des neutrophiles est suivi par la sécrétion d’IL-1, IL-6, IL-8, et TNF-
alpha (tumor necrosis factor alpha) par les monocytes et les macrophages (Lowy et al., 1988).
Par ailleurs, Les lymphocytes T (LT) peuvent également s'activer via la sécrétion massive des
superantigénes staphylococciques (Broker et al., 2016) et participent a l'activation des
macrophages et des neutrophiles en sécrétant I'IFN-y. Les neutrophiles activées dégradent
et éliminent les S.aureus par la libération des ROS (comme I'O», H.0, et HOCI), et les RNS
(comme NO), qui sont produites aprés la phagocytose par les actions de la NADPH oxydase,
de la myéloperoxydase (MPO) et de NOS, et peuvent tuer directement les bactéries ou faciliter
leur destruction (Brandt et al., 2018; Nauseef, 2019).

12
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Tableaul.2. Principaux récepteurs TLRs, NLRs, CLRs impliqués dans lareconnaissance
de S.aureus par I'hote (Askarian et al., 2018).

Famille de récepteurs Récepteurs spécifiques Ligand associé a S.aureus
TLR2 Lipopepetide-lipoproteine
TLR2-TLR1/TLR6 LTA, lipoproteine,
TLR-2-CD14 LTA, peptidoglycane

TLRs TLR-2-CD36 LTA, glycérides diacylés
TLR8 ARN a S.aureus
TLR9

ADN avec des motifs de
(CPG)Cytosine-phosphate-

guanosine non-méthylé

NLRs NOD Peptidoglycane (MDP)
CLRs MBL LTA
L-ficoline LTA
SP-A
LTA, CWG

LTA: lipoteichoic acid; CPG: cytosine-phosphate-guanosine; MDP: muramyl dipeptide; MBL: mannose
binding lectin; CWG: cell wall glycopolymer; SP: surfactant protein.

Le NADPH oxydase est une enzyme antioxydante présente dans une variété de cellules, en
particulier, les cellules phagocytaires professionnelles (Nauseef, 2019) et les cellules
endothéliales (Frey et al., 2009). Il s’agit d’'une enzyme qui réduit le dioxygéne en superoxyde
(O2), qui a un pouvoir antimicrobien trés puissant, et qui peut étre produite par 'eNOS
découplé (Mittal et al., 2014). Par la suite, le superoxyde dismutase (SOD) catalyse la
conversion du Oy en peroxyde d’hydrogéne (H20O;) (Kobayashi et al., 2015). Cependant, en
présence du NO, synthétisé par le NOS et qui joue un r6le antimicrobien et immunomodulateur
majeur, 'O réagit rapidement avec le NO, ce qui entraine la formation de peroxynitrite
(OONO-) qui est trés toxique. H20- et les ions CI pourraient servir de substrats a I'enzyme
MPO pour produire I'acide hypochloreux (HOCI), qui joue un réle important dans la destruction
bactérienne (McKenna and Davies, 1988). En absence des granules azurophiligues
protéigues MPO, le phagosome est pauvre en HOCI et contient des quantités plus élevées en
H20.. Les neutrophiles pourrait également tuer S.aureus par dégranulation des composants
peptidiques antimicrobiens tels que la cathélicidine et les défensines, I'azurocidine, les
cathepsines, la lactoferrine, les lysozymes, la protéinase-3 et I'élastase (Brandt et al., 2018).
En plus des mécanismes immunitaires défensifs déja cités, les cellules immunitaires sont

dotées d'une activité protectrice redox, dont la SOD et la catalase, et qui améliorent nettement
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les fonctions endothéliales (Muzykantov, 2001; Sena et al., 2013). La SOD représente la
premiére et la plus importante ligne de défense antioxydante enzymatique contre les ROS.
Trois isoformes distinctes de SOD ont été identifiées dans le tissu vasculaire: Cu/ZnSOD situé
dans le cytoplasme, MnSOD dans les mitochondries et SOD extracellulaire. De plus, la
catalase pourrait fournir une protection modérée contre les ROS (Muzykantov, 2001; Sena et
al., 2013). Elle réduit H.O, en H.0O et O,. C’est aussi une enzyme a haute activité catalysante,
principalement située dans les peroxysomes et fonctionne dans le cytosol. Afin de controler
les infections a S.aureus, les neutrophiles sécrétent des structures riches en ADN, appelées
pieges extracellulaires des neutrophiles (NETS), et qui sont dépendantes de MyD88 et TLR2.
Elles limitent la propagation des pathogenes (Brandt et al., 2018). Cependant, S.aureus a

développé un arsenal de facteurs pour contourner les différentes réponses immunitaires.
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Figure 1.5. Les différents acteurs de la réponse immune innée contre S.aureus (Lowy,
1998; McGuinness et al., 2016). ECM: extracellular matrix, ICAM: Intercellular adhesion molecule,
MPO: myeloperoxidase, PFT: platelet—fibrin thrombi, ROS: reactive oxygen species, VCAM-1 vascular

cell adhesion molecule.
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1.1.6.2. Meécanismes d'échappement du S.aureus au systéme immunitaire de I'hdte

1.1.6.2.1 Mécanismes d'échappement du S.aureus au processus de la
phagocytose
S.aureus est armé de nombreuses stratégies pour échapper aux défenses immunitaires

innées de I'héte. C’est une véritable machinerie de protéines qui agir sur :

1. Le systeme du complément (activités C3 et C5 convertase)

S.aureus peut bloquer les différentes voies du complément en inhibant l'activit¢ de C3
convertase, et le clivage de C3b, principalement via linhibiteur staphylococcique du
complément (SCIN). Il sécréte également l'auréolysine qui clive et inhibe C3. De plus, Eap
sécrété peut empécher la formation de C3b en déstablilisant la formation de C4bC2
proconvertase nécessaire pour la voie classique et la voie des lectines du complément
(Speziale and Pietrocola, 2021). S.aureus peut résister a la lyse par le complexe d’attaque
membranaire (MAC) (Okumura and Nizet, 2014). Il produit SSL7 qui inactive C5. Pour
empécher I'opsonisation par les immunoglobulines, S.aureus sécréte la protéine A qui bloque

leur fraction Fc (Thammavongsa et al., 2015).

2. Inhibition du recrutement des neutrophiles par la protéine CHIPS et par
production de superantigenes-like 5 et 10 (SSL5 et SSL10). La protéine CHIPS se fixe
aussi sur le récepteur C5a (C5aR), en inhibant la chimiotaxie des neutrophiles et des
monocytes (Haas et al., 2004). S. aureus empéche également le roulement des

neutrophiles sur 'endothélium.

3. Echappement a I'élimination par les phagocytes et survie intracellulaire
(figurel.6) :

S. aureus sécrete la staphyloxanthine, la catalase (Kat G), I'hydroperoxyde réductase d’alkyle
(AhpC) et les superoxyde dismutases (SodA et SodM ) qui le protegent contre les ROS
antimicrobienne (Thammavongsa et al., 2015) (figurel.6). Il peut également modifier son
enveloppe pour renforcer sa résistance aux enzymes lysosomales (Thomer et al., 2016). Enfin,
il secréte des toxines qui altérent I'intégrité et le fonctionnement des cellules endothéliales
comme les PFTs(McGuinness et al.,2016; Wilke and Bubeck Wardenburg, 2010). En effet,
I'ajout de L-alanine a I'acide teichoique de la paroi de S. aureus permet a la bactérie de résister

a l'attaque des peptides antimicrobiens (Collins et al., 2002).

S. aureus est de surcroit, sécréteur de 'ADNase qui peut réduire considérablement l'activité
NETosis ou NETs (Neutrophil extracellular traps) des neutrophiles en dégradant les filaments
de 'ADN, provoquant ainsi la libération des bactéries des NETs ou par l'action suppressive de

I'Eap sur la formation des NETs. De plus, la bactérie peut résister a la destruction par NET en
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exprimant la protéine de surface FnBPB, qui neutralise 'activité bactéricide des histones.
Ainsi, la formation du biofilm peut inhiber le processus de la nétose (Brandt et al.,2018
;Pietrocola et al., 2017).
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Figure 1.6. Survie de S. aureus a l'intérieur du neutrophile (McGuinness et al., 2016b).
S.aureus est capable de produire des molécules pour inhiber les ROS et les molécules contenues dans
les granules azurophiliques. AhpCF: alkyl hydroper oxide reductase, Eap: extracellular adherence

protein, SAK: Staphylokinase, SodA et SodM: Super oxide dismutases.

1.1.6.2.2. Inhibition de la transmigration des phagocytes a travers I'endothélium
S.aureus peut bloguer la migration des neutrophiles a travers I'endothélium principalement via
I'némolysine-béta (Tajima et al., 2009). Il sécrete également I'Eap, qui inhibe I'adhérence des
leucocytes aux cellules endothéliales en agissant sur la molécule d'adhésion intercellulairel
(ICAM-1) (Athanasopoulos et al., 2006; Haggar et al., 2004) (figurel.6).

1.1.6.2.3. Interférence de S. aureus avec I’hémostase
S. aureus est sécréteur de coagulase, un polypeptide qui se lie a la prothrombine et I'inactive
entrainant la conversion du fibrinogeéne en fibrine et favorisant la coagulation. Deux autres
substances participent a l'altération de la cascade de la coagulation. Ce sont la coagulase
canonigue (CoA) et la protéine de transport du VWF (vWbp) (Chavakis et al., 2005; McAdow
et al., 2012).

1.1.6.2.4. Dissémination septicémique de S.aureus
S. aureus passe a travers la barriere hématologique essentiellement en utilisant les CEs
auxquelles il adhére fortement via ses molécules d’adhésion en particulier les protéines de
transport de la fibronectine (FNBPs). L'adhésion de S.aureus a I'endothélium, est une étape

critique dans sa pathogénicité, vu qu’elle facilite sa dissémination a travers le sang vers les

16



| Chapitrel. Revue de littérature

différents tissus et permet le passage d’une bactériémie vers un sepsis (P6hlmann-Dietze et
al., 2000). Aprés ingestion par les CEs, le mécanisme de sortie n’est pas connu. L’altération
de la barriere endothéliale par les toxines constitue également une voie possible de
dissémination de S. aureus. En plus, la capacité de cette bactérie a envahir et a survivre dans
les CE contribue a sa propension a provoquer une infection endovasculaire persistante
accompagnée d’une destruction endothéliale (Barbara et al., 1998). Les CEs pourraient
constituer une niche favorable a la persistance et la résistance bactérienne intracellulaire vis-
a-vis des actions antimicrobiennes de I'h6te et de I'antibiothérapie provoquant par la suite la
progression des infections vers un sepsis et méme un choc septique (Rollin et al., 2017;
Thomer et al., 2016). Cependant, les CEs sont parmi les premiéres cellules sentinelles qui
jouent un réle important dans la réponse immunitaire et inflammatoire contre les pathogénes

(Ince et al., 2016; Mai et al., 2013).

1.2. Cellules endothéliales

Les CEs représentent 'unique lignée cellulaire multifonctionnelle qui tapisse la face interne
des vaisseaux sanguins et lymphatiques et forme ainsi une interface entre les éléments
circulants et les cellules parenchymateuses des différents organes (Ince et al., 2016). Les CEs
atteignent un nombre estimé a 1.6 x 103 et représentent un poids d’environs 1 Kg dans
'organisme humain. Elles s'organisent en monocouche, liées avec des jonctions
cellules/cellules ou cellule/matrice, qui caractérisent I'endothélium des vertébrés (Mufioz-
Chapuli and Pérez-Pomares, 2010). Ces jonctions sont de trois types; les jonctions serrées,

les jonctions adhérentes et les jonctions communicantes (Michiels, 2003).

1.2.1. Ontogénie et phylogénie

Les CEs dérivent du mésoderme, une couche cellulaire se trouvant entre I'ectoderme et
'endoderme et qui est a l'origine du tissu conjonctif, des cellules sanguines, vasculaires,
musculaires et rénales. Les CEs et les cellules hématopoiétigues auraient le méme
précurseur, I’hémangioblaste, une cellule ayant un double potentiel cellulaire (Choi et al.,
1998). L’hémangioblaste se transforme en cellule pré-endothéliale intermédiaire qui se
différencie soit en s’engageant dans la lignée hématopoiétique, soit en angioblaste. Ce dernier
a son tour se différencie soit en cellule musculaire lisse ou en précurseur de cellule
endothéliale puis en cellule endothéliale (Boshoff and Weiss, 2002) (Figure 1.7). Les CEs,
peuvent se différencier par la suite, en cellules mésenchymateuses ou en cellules musculaires

lisses (Arciniegas et al., 2000).
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Figure 1.7. Origine et différenciation des cellules progénitrices endothéliales (Balaji et
al., 2013). HSC: cellules souches hématopoiétiques, MSCs: cellules souches mésenchymateuses,
PCEs: cellules progénitrice endothéliales, VEGFR2: récepteurs de facteur de croissance endothélial
vasculaire 2. Les cellules progénitrices peuvent se différencier en cellules endothéliales a partir de
différentes sources. Principalement, les cellules souches hématopoiétiques (HSC) résidant dans la
niche de la moelle osseuse (BM) donnent naissance a une population de cellules qui se différencient
en progéniteur myéloide ou sous-progéniteur endothélial. Ces sous-populations se différencient en
fonction de leur type cellulaire mature respectif. D’autres voies (lignes pointillées) sont proposées pour
donner naissance aux CPE, lorsque ces derniéres proviennent directement des CSC ou d’un
progéniteur myéloide/intermédiaire monocyte. Les marqueurs de surface cellulaire différencient les

cellules le long de la voie proposée de I'ontogenése EPC.
1.2.2. Structure, hétérogénéité et plasticité

Bien qu’ayant des fonctions similaires, selon leurs positions dans I'arbre vasculaire, les cellules
endothéliales exercent des fonctions prédominantes différentes, ainsi, elles présentent des
variations phénotypigues, morphologiques et génotypiques entre les différents segments de
I'arbre vasculaire et méme au sein du méme organe (Aird, 2012; Marcelo et al., 2013; Stone
et al., 2021). Les CEs possédent des structures hétérogenes (figure 1.8). Au niveau des
artéres, elles sont longues, étroites et alignés dans la direction sanguine via des jonctions
serrées, alors que les CEs des veines sont larges et courtes, mais toutes les deux forment un
endothélium continu et ont une épaisseur d’environ 1 ym. En revanche, au niveau des
capillaires, les CEs sont plus minces de moins de 0,1um (Aird, 2007). Cette hétérogénéité est
principalement liée a des facteurs génétigues ou environnementaux. L'hétérogénéité est
médiée d’'une part, par une combinaison de voies de transduction de signal sensibles a

I'environnement et réversibles, et par des mécanismes épigénétiques stables qui bloquent
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I'expression du géne indépendamment de I'environnement, d’autre part (Aird, 2012). Les CEs

sont principalement caractérisées par une grande plasticité, qui leur confére le pouvoir de

transition entre différents arbres vasculaires et lymphatiques (Aird, 2007).
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Figure 1.8. Hétérogénéité des cellules endothéliales (Aird, 2007). Les CEs possedent des
structures et des phénotypes hétérogénes. Au niveau des artéres ; elles sont continues et d’une

épaisseur d’environ 1 ym. Au niveau capillaire, elles sont plus minces (moins de 0,1um).

1.2.3. Marqueurs

Les CEs expriment des marqueurs de différenciation. Ce sont des molécules cytoplasmiques

ou membranaires qui facilitent leur identification.

- CD34 : Il est exprimé par les CEs jeunes et matures. N'étant pas exprimé par les CEs
lymphatiques dans les conditions normales, il permet de distinguer I'origine des cellules
endothéliales (Rakocevic et al., 2017).

- CD31 (PECAM-1): C’est un récepteur de la superfamille des immunoglobulines. Il est
exprimé par les CEs jeunes et matures. Il participe au renforcement des jonctions entre

I

l'inflammation, pour les réactions immunes et 'angiogénése (Rakocevic et al., 2017).

deux cellules voisines. est crucial pour la transmigration leucocytaire durant

- CD105 (endogelin) : 1l est exprimé par les CEs en prolifération active et de ce fait, son
expression est marquée durant 'angiogénése notamment dans les tissus inflammatoires et
tumoraux. Il revét une importance capitale pendant la période embryonnaire (Rakocevic et
al., 2017).

- La famille des récepteurs VEGF : Le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
(VEGF) est une protéine produite par des cellules et dont le réle est de stimuler
'angiogénése et la vasculogénese. Il en existe sept isotypes connus dont cing chez
'’Homme (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F et le facteur de
croissance placentaire — PGF) qui fonctionnent comme des mitogenes spécifiques des CE

lymphatiques et vasculaires. L’action de VEGF s’exerce par l'interaction de ses récepteurs
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VRGFR1 (KDR/Flk-1) et VEGFR2 (FIt-1). Ce sont des récepteurs de la famille des tyrosine-
kinase. VEGFR2 est fortement exprimé par les CEs mais est aussi exprimé par les
mégacaryocytes, les cellules souches hématopoiétiques, les progéniteurs endothéliaux et
les plaquettes. L’interaction entre VEGF et ses récepteurs est essentielle pour le
développement vasculaire embryonnaire et pour de nombreux autres processus
physiologiques et pathologiques comme les maladies inflammatoires chroniques ou bien
l'ischémie myocardique (Rakocevic et al., 2017).VEGFR3 (FIt-4), un autre récepteur VEGF
a tyrosine kinase est surtout porté par I'endothélium lymphatique. Ses ligands sont le
VEGF-C et le VEGF-D qui sont les principaux régulateurs de la lymphangiogenése (Alitalo
and Carmeliet, 2002).

- Von Willebrand factor (VWF) : Il s’agit d’'une glycoprotéine multimérique produite par la
cellule endothéliale qui peut la sécréter en dehors de la cellule ou la stocker dans les corps
de Weibel-Palade qui servent de marqueur d’identification cellulaire (Rakocevic et al.,
2017).

Les CEs issues de la veine du cordon ombilical humain (HUVEC) expriment des marqueurs

exclusivement veineux comme EpHB4 (vein marker ephrin receptor B4) et COUP-TFII

(Chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor Il ) expriment aussi 'ensemble des

marqueurs spécifiques exprimés par les cellules endothéliales.

1.2.4. Métabolisme

La CE comporte un grand nombre de voies métaboliques. On distingue la glycolyse (figure

1.9) qui est utilisée par la CE comme une source d’énergie (De Bock et al., 2013), et dans

laquelle le glucose est nécessaire pour produire le pyruvate qui est utilisé dans le cycle de

Krebs ou bien converti en lactate (Bierhansl et al., 2017). La cellule possede une voie

métabolique pour les acides gras ainsi qu’une voie pour les acides aminés comme la glutamine

et 'arginine.

1.2.4.1. Métabolisme glucidique

Malgré I'exposition continue des CEs a l'oxygéne du flux sanguin, la voie énergétique
préférable n’est pas la phosphorylation oxydative en raison du faible contenu mitochondrial,
mais la glycolyse (Dagher et al.,2001; Mertens et al., 1990). En glycolyse, chague molécule
de glucose produit 34 molécules d’Adénosine triphosphate (ATP), un rendement inférieur
comparé a la phosphorylation oxydative, ce qui nécessite un flux glucidique élevé pour
produire plus d’ATP. La glycolyse aérobique dans les CEs permet d’éviter 'accumulation de
taux élevés de ROS, la conservation de la quantité d’'oxygéne a destination tissulaire,
'adaptation a des situations d’hypoxie, et a la production de lactate qui joue un role dans la
pro-angiogenése (Ghesquiére et al., 2014). Le glucose peut étre utilisé par la voie des

pentoses phosphates pour la synthése des nucléotides et des acides nucléiques, permettant

20



| Chapitrel. Revue de littérature

ainsi la viabilité et la migration de la CE, et pour la production du NADPH (nicotinamide adénine
di nucléotide phosphate), qui est essentiel pour la restauration du pouvoir antioxydant du
glutathion et pour la synthése des lipides (Riganti et al.,2012;Vizan et al., 2009; Zhang et al.,
2000).

1.2.4.2. Métabolisme lipidique

Les acides gras (Ag) représentent également une autre source d’énergie pour les CEs. lls sont
catalysés en acétyl CoA, ce qui aide a maintenir le cycle de Krebs (figure 1.9) et participe a la
synthése du dNTP (désoxyribonucléotide triphosphate) nécessaire pour l'activation du cycle
cellulaire des CEs. Ces derniéres peuvent synthétiser les Ag par la lipogenése, ce qui est
important pour les fonctions des CEs, notamment la perméabilité vasculaire,
l'immunomodulation et I'homéostasie Redox. De plus, les CEs expriment le CD36, et les
FATPs (protéines de transfert des acides gras) qui peuvent servir de médiateurs pour le
transport actif des Ag dans les CEs. Les Ag peuvent étre transférées vers la circulation

sanguine par diffusion passive également (Wong et al., 2017).
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Figure 1.9. Métabolisme des CEs (Ghesquiére et al., 2014). (i) Les CEs utilisent le glucose

comme source principale d'énergie et sont trés glycolytiques (bleu). Seule une fraction mineure de

glucose est oxydée dans le cycle TCA . (i) PFKFB3 est un régulateur de glycolyse par
conversion de F1,6BP en F2,6BP, un activateur de PFK1. (ii) Le PPP génére NADPH pour
I'homéostasie redox . La FAO produit de l'acétyl-CoA (rouge). (iv), alors que le métabolisme

de la glutamine génére alpha-KG (vert). (v), qui sont métabolisés dans le cycle TCA (sens des aiguilles
d'une montre ; ). Cependant, leur importance par rapport & la glycolyse n'est pas claire (indiquée
par les points d'interrogation). (Vi) Les CEs synthétisent également les acides gras (FAS, ). (Vii)

NOS convertit I'arginine en NO et citrulline, qui est recyclé pour régénérer l'arginine (marron).
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1.2.4.3. Métabolisme protidique

1.2.4.3.1. Métabolisme de I’arginine

L'arginine se transforme en citrulline et en monoxyde d'azote (NO) par le NOS endothélial
(NOSe), afin de réguler les diverses fonctions des CEs (Bierhansl et al., 2017 ; Morris, 2009).
Des études in-vivo ont montré que la supplémentation par cet acide aminé améliore la
production du NO vasculaire (Wu and Meininger, 2000). En outre, I'arginine pourrait étre
catalysé par l'arginase pour générer l'ornithine et l'urée (Kim et al., 2009). L'arginase est un
médiateur pro-oxydant qui peut favoriser le dysfonctionnement endothélial (Rabelo et al.,
2015)(figurel1.15) alors que son inhibition rétablit I'activité NOSe et inverse les anomalies qui
affectent les fonctions endothéliales (Kim et al., 2009) (figure1.10).
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Figure 1.10 Métabolisme de L-arginie par le NOSe et I'arginase (Durante et al., 2007).

1.2.4.3.1.1 Le monoxyde d'azote (NO)
le NO est un gaz de durée de vie tres courte. Dans les CEs, il est synthétisé a partir de la L-
arginine par la eNOS, une enzyme constitutive, en réponse a des stimuli physiologiques
(Versari et al., 2009). Il peut également étre produit en grande quantité a partir du monoxyde

d'azote (NO) synthase inductible (iNOS), ce qui favorise l'installation de plusieurs pathologies.

Dans les CEs, le NO est impligué dans les différents processus physiologiques, en régulant
les fonctions endothéliales vasculaires (Dharmashankar et Widlansky, 2010), notamment le
tonus vasculaire en relaxant les cellules musculaires lisses vasculaires (Kang, 2014) et la
pression artérielle via l'activation de la guanylate cyclase soluble pour générer le
monophosphate de guanosine cyclique (cGMP). Il joue également un rble important dans la
prévention de I'agrégation plaquettaire et I'inhibition de la prolifération vasculaire des cellules
musclaires lisses. Il inhibe notamment l'apoptose des cellules endothéliales induites par
différents stimuli (Forstermann et Sessa, 2012). De plus, le NO est un régulateur de la
production d’énergie, et son fonctionnement dépend de I'état redox cellulaire. Il peut diminuer

la respiration mitochondriale en inhibant d'une facon réversible le cytochrome c oxydase,
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'enzyme terminale dans la chaine de transport d’électrons ou il rentre en compétition avec
'oxygéne induisant la libération de I'anion superoxyde et activant ainsi la signalisation de ROS
mitochondriale qui peut conduire a la formation de l'espéce oxydante puissante, le
peroxynitrite (ONOQ"). Ce dernier est associé a une variété de maladies vasculaires (Moncada
and Higgs, 2006).

Le NO a aussi un role clé dans la pathogenese de l'inflammation. Il est considéré comme un
médiateur pro-inflammatoire du fait de sa sur-production dans les situations pathologiques
(Sharmaetal., 2007). De plus, il a été rapporté que la synthése du NO peut étre augmentée
par activation des CEs par I'INF-y et TNF-a (Yamaokaetal., 2002). Par ailleurs, il joue

également un role anti-inflammatoire dans les conditions physiologiques normales.

1.2.4.3.1.2. L’arginase

C’est une enzyme qui hydrolyse la L-arginine en urée et en ornithine. Elle régule négativement
et réciproquement eNOS et le NO par la consommation de l'arginine. Une augmentation de
'arginase conduit & une dimunition de la synthése de NO par eNOS (Durante et al., 2007). Il
existe deuxisoformes d’arginase: arginase | et arginase Il, qui se trouve notament dans les
CEs (Morris, 2009). L’activité de cette enzyme peut étre augmentée par les cytokines telles
que I'lL-4 (Weinberg et al., 2008), et induit la diminution de la biodisponibilité du NO par
activation de NADPH oxydase dans les CEs (Walch et al., 2006).

1.2.4.3.2. Métabolisme de la L-glutamine

Dans les CEs, la glutamine est considérée comme un important substrat anaplérotique pour
le cycle de krebs pour générer de I'ATP. La glutaminase (GLS) catalyse la conversion de la
glutamine en glutamate. L’activité GLS a été nettement observée dans les CEs en culture
provenant de divers lits vasculaires, y compris les CEs microvasculaires, aortiques et
veineuses. Elle est environ vingt fois plus élevées que dans d’autres types cellulaires (Kim et
al., 2017; Wong et al., 2017). De plus, la glutamine améliore la prolifération et la viabilité des
CEs (Kim et al., 2017).

1.2.5. Fonctions

Les CEs sont des cellules multifonctionnelles uniques ayant des fonctions métaboliques et
synthétiques basales inductibles et/ou constitutives. Elles réagissent avec les stimuli
physigues et chimiques dans la circulation et régulent I'hémostase, le tonus vasomoteur, et les

réponses immunitaires et inflammatoires (Sumpio et al., 2002).

1.25.1. Barriere sélective
L’endothélium représente une barriére semi-perméable qui contrble le transfert de petites et

grosses molécules. La surface d’échanges que constitue I'endothélium est estimée chez I'étre
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humain a 350 m? (Pries et al., 2000). Les CEs sont reliées entre elles par trois types de
jonctions : les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les jonctions lacunaires
(figurel.11). Ces structures sont impliqguées dans le contrdle de la perméabilité vasculaire aux
cellules. Leur régulation est coordonnée par les besoins fonctionnels de I'organe irrigué. La

perte de cette fonction barriére peut conduire a un cedeme extra-cellulaire (Michiels, 2003).

Surface luminaire

Actine

Claudins
Composants de la
‘3 ??_M’Occmdins jonction serrée
A NN
JAMSs
Composants de la
jonction adhérente

\ " e
— /

adherin f

. “mowes PECAM-1

Endothélium /

Surface basale

Figure 1.11. Les différents types de jonctions endothéliales (Lertkiatmongkol et al., 2016).
La barriere de perméabilité vasculaire est maintenue par des jonctions. Les jonctions serrées
composeées de claudines, d'occludines et de JAM; les jonctions adhérentes composées principalement
de VE-cadhérine (vasculaire Cadherine endothéliale) associée au cytosquelette d'actine par
I'intermédiaire de membres de la famille des caténines. Les compartiments spécialisés sont le récepteur
de la surface de la cellule endothéliale le plus abondant, le PECAM-1. JAM: junctional adhesion

molecule; PECAM-1 : platelet/endothelial cell adhesion molecule-1.

1.2.5.2. Hémostase, coagulation et fibrinolyse

A I'état basal, la surface d’un endothélium sain et a la fois anticoagulante et antithrombotique.
Au repos, l'endothélium inhibe l'agrégation plaquettaire par production de NO, des
prostacyclines (PGI2) (Sumpio et al., 2002), et de I'ET-1 (I'endothéline-1). Seul le NO est
synthétisé de maniére constitutive (Murdaca et al., 2012). Il inhibe également la coagulation
par I'expression de thrombomoduline (TM) et par l'activation de la voie protéine C/protéine S
gui inactive le facteur Vllla et le Va. Le VWF agit également en liant et en protégeant le facteur
VIl (Sumpio et al., 2002). Enfin, I'endothélium active la fibrinolyse par production de
I'activateur du plasminogéne tissulaire (t-PA) et de I'urokinase qui permettent la transformation
du plasminogéne en plasmine qui dégrade les thrombi (Michiels, 2003). Cependant, une Iésion
vasculaire ou une exposition a certaines cytokines ou stimuli proinflammatoires déplace la
balance vers un profil procoagulant et prothrombotique de I'endothélium. L’agrégation
plaguettaire est activée par production du facteur d’activation plaquettaire (PAF) qui agit avec
P-sélectine pour favoriser 'adhésion des plaquettes et des neutrophiles a I'endothélium

(Sumpio et al., 2002). Il y a également une libération du VWF qui provient principalement des
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CEs (Sumpio et al., 2002). Enfin, la coagulation est activée par I'exposition du facteur tissulaire
qui lie le facteur VII.

1.2.5.3. Angiogénése et vasculogénese

Les stades précoces de vasculogénese requierent le VEGF et son récepteur spécifique de la
CE VEGFR2. L’angiogénése qui correspond a la formation de nouveaux vaisseaux a partir de
'endothélium préexistant requiert également le VEGF mais aussi les angiopoeiétines qui

participent au remodelage et a la maturation des vaisseaux initiaux (Michiels, 2003).

1.2.5.4. Immunité et réactions inflammatoires

En plus de leurs fonctions physiologiques précédentes, les CEs jouent un rdle crucial dans les
réactions immunitaires et inflammatoires (Michiels, 2003; Sumpio et al., 2002) (figure1.13). Au
cours du processus inflammatoire, les CEs s’activent en réponse a des stimuli variables. Cette
activation est de deux types. Soit en réponses rapide, appelée aussi stimulation ou activation
de type I, elle et indépendante de I'expression génétique, et elle est induite par la liaison des
ligands aux domaines extracellulaires du ou en réponse relativement plus lente, c’est
I'activation de type Il dépendante d’une expression génétique et qui est plus soutenue (Pober
and Cotran, 1990).

1.2.5.4.1. Rble de cellules sentinelles et détections des PAMPs

Les CEs sont parmi les premiéres lignées a interagir avec les microbes de part leur localisation
privilégiée dans linterface sang-organe. Ce sont de véritables sentinelles du systéme
immunitaire du fait de leur expression de divers PRRs (figurel.13) comprenant TLR-2-4 et
NOD?2 en réponse a différents stimuli (Davey et al., 2006; Mai et al., 2013; Oh et al., 2005),
entre autres bactériens. Il a été rapporté que les CEs humaines sécrétent IL-6 via la
signalisation NOD2 qui reconnait le muramyldi peptide (MDP), constituant du peptidoglycane
bactérien (Davey et al., 2006). De plus, une étude récente montre que les cellules aortiques
humaines infectées par Streptococcus mutans sécretent IL-6 et IL-8 par ['activation
intracellulaire de TLR2 et de NOD2 (Nagata and Oho, 2017). D'autres PRRs ont été détectés
dans les CEs tels que NOD1 (Opitz et al., 2005, 2006), TLR-3 (Tissari et al., 2005), TLR-4,
TLR-9 (Kebir et al., 2009), CD36 (Swerlick et al., 1992) et CD14(Jersmann et al., 2001) suite

a la reconnaissance de différents compartiments microbiens (Mai et al., 2013).

1.2.5.4.2. Amplification de la réponse immunitaires et recrutement des leucocytes

Suite a une interaction avec les lipopolysaccharides (LPS), les CEs produisent des cytokines
proinflammatoires (IL-1B, IL-3, IL-5, IL-6, etc) et des chimiokines (CCL2, CCL5, etc)

(Vadeboncoeur et al., 2003) qui amplifient la réponse immune en recrutant des cellules
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immunitaires. Une fois activées, les CEs surexpriment des molécules d’adhésion (I-CAM-1, V-
CAM-1, P-sélectine, E-sélectine (Leeuwenberg et al., 1992; Lorenzon et al., 1998; Pigott et al.,
1992; Videm and Albrigtsen, 2008), etc) (figurel.13), favorisant ainsi la transmigration des
leucocytes vers les sites inflammatoires (Mai et al., 2013).

1.2.5.4.3. Contrble du trafic leucocytaire

Le passage des leucocytes de la circulation vers les tissus environnants connu sous le terme
de diapédése nécessite 'adhésion des leucocytes a la surface des CEs faisant intervenir les
phases de capture, d'adhérence labile et de roulement, d'adhérence forte et de transmigration
(Muller, 2003) (figurel.12). La CE régule fortement ce processus d'extravasation par
I'expression des molécules d'adhésion appropriées pour chaque étape (Filippi, 2016). Le
roulement est d0 a des liaisons entre la PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand) des leucocytes
et des sélectines présentées a la surface des CEs , y compris, E-sélectine (CD62 antigen-like
family member E (CD62E) ou endothelial-leukocyte adhesion molecule 1 (ELAM-1)) et P-
sélectine(CD62P). L’adhésion ferme des leucocytes sur l'endothélium se fait par des
interactions entre les intégrines B telles que auP: intégrine, ainsi nommé macrophage-1
antigen (MAC-1) ou CD11b/CD18 et LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1, a2
integrin ou CD11a/CD18), avec des molécules d'adhésion intercellulaires endothéliales
(ICAM)-1 et (ICAM)-2 et la molécule d'adhésion des cellules vasculaires (VCAM)-1 (Langer
and Chavakis, 2009). Enfin, la transmigration ou la diapédese se fait par les molécules
PECAM-1 (molécule d’adhésion des cellules endothéliales plaquettaires), CD99, et JAM-1
(molécule d’adhésion de jonction-1) qui sont préférentiellement situées dans les jonctions
inter- endothéliales (Félétou, 2011). Les CEs ont également la capacité de limiter ou de faciliter
le passage tissulaire des cellules immunitaires comme les LT et les cellules dendritiques (Rita
and Young, 2012). Cependant, les CEs expriment également le ligand de mort programmée
(PDL) 1 et 2 (PDL-1) et (PDL-2), qui inhibe la transmigration des LT CD4+ et LT CD8+ (Rita
and Young, 2012).

1.2.5.4.4.Régulation de la réponse des cellules immunitaires (stimulation et

immunosuppression)

Les CEs induisent la production de cytokines par les cellules immunitaires sur lesquelles elles
exercent une fonction régulatrice en activant ou en inhibant leurs activités (Mai et al., 2013;
Rita and Young, 2012). Une large gamme de cytokines proinflammatoires sont exprimées par
les CEs parmi lesquelles IL-1B, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, IL-11, IL-15, qui sont importantes pour
potentialiser les réponses inflammatoires en induisant I'expression de génes pro-
inflammatoires et la sécrétion de cytokines par d’autres cellules immunitaires. Cependant,

I'activation incontrolée des CEs pourrait causer des altérations fonctionnelles endothéliales

26



| Chapitrel. Revue de littérature

(Zzhang, 2008). De ce fait, les CEs peuvent également produire des cytokines anti-
inflammatoires comme le récepteur IL-1 antagoniste (IL-1ra), IL-10, IL-13 et TGF-B, qui
agissent soit en bloquant le processus initié par les cytokines pro-inflammatoires, soit en
supprimant la progression de la cascade inflammatoire (Mai et al., 2013; Rita and Young,
2012), De plus, il a été rapporté que les CEs produisent des cytokines immunosuppressives /
ant-iinflammatoires afin d'inhiber le dysfonctionnement endothélial et la progression du

syndrome inflammatoire (Shao et al., 2014).
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Figure 1.12. Etapes et molécules d’adhésion impliquées dans le recrutement des
leucocytes (Filippi, 2016). PSGL-1: P-sélectine glycoprotéine ligand-1, ICAM: molécule d'adhésion
intercellulaire, VCAM-1. molécule d'adhésion des cellules vasculaires-1, PECAM-1: molécule

d’adhésion des cellules endothéliales plaquettaires-1, JAM: molécules d’adhésion de jonction -1.

1.2.5.4.5. Réle de cellules phagocytaires non professionnelles

Les CEs sont considérées comme des phagocytes non professionnels (fiurel.13) et peuvent
internaliser des hématies apoptotiques (Fens et al., 2012) ou bien des bactéries (Kozarov,
2012). Les CEs phagocytent S.aureus suivant des étapes précises allant de I'adhérence
jusqu’a la formation de phagosome (Lowy et al., 1988). Par la suite, méme aprés fusion
lysosomale, les CEs ne sont pas en mesure de tuer la bactérie ingérée. Ceci explique la
fréquence et la persistance d’infections invasives a S. aureus impliguant des surfaces
endothéliales (Endocardite, infection sur cathéter, etc) (Menzies and Kourteva, 1998). Cette
invasion des CEs par S. aureus a pour conséquence une cytotoxicité induisant la mort des

CEs par apoptose et une croissance bactérienne intracellulaire. De ce fait, S. aureus n’est plus
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considéré comme un germe exclusivement extracellulaire (Alexander and Hudson, 2001; Lowy
et al., 1988).

1.2.5.4.6. Réle de cellules présentatrices d'antigénes non professionnelles

Les CEs expriment les molécules du complexe majeurs d’histocompatibilité de classe | (CMH-
I) (Danese et al., 2007), et les molécules accessoires tels que CD40, CD80, CD 86, CD134.
Elles présentent également I'antigéne associé au CMH de classe | ou de classe Il a des

effecteurs circulants ou a des LT mémoires (Choi et al., 2004) (Figurel.13).
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Figure 1.13. Fonctions immunitaires des cellules endothéliales (Mai et al., 2013) avec
des modifications. A I'état basal, les CEs expriment CMH | et PRR. Aprés stimulation, les CEs
expriment CMH Il et des molécules d’adhésion de surface, facilitent la transmigration et libérent des

cytokines inflammatoires et des chimiokines.

1.2.6. Dysfonctionnement endothélial

L'endothélium joue un réle fondamental dans le contréle du tonus vasomoteur, le trafic
cellulaire et macromoléculaire, le maintien de la fluidité sanguine et les processus
d'angiogénése. Au cours du sepsis séveére, il y a d'importantes modifications du phénotype
endothélial dues aux altérations des activités fonctionnelles des CEs (figurel.14) et qui sont
en grande partie, responsable des défaillances d'organes. Les CEs deviennent proadhésives,
procoagulantes et antifibrinolytiques (Theofilis et al., 2021). La libération endothéliale du NO
est aussi fortement dérégulée (Ince et al., 2016) suite au désaccouplement de eNOS et est

affectée par I'expression abusive de l'activité arginase prooxydante (Rabelo et al., 2015)
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(figurel.15) et par le déséquilibre du rédox cellulaire par la perte de la capacité antioxydante
cellulaire et l'accumulation des ROS et des RNS. De plus, l'expression dominante et
persistante de cytokines pro-inflammatoires par activation incontrélée de la CE et/ou
I'altération de I'expression des cytokines régulatrices / anti-inflammatoires (Ince et al., 2016;
Shao et al., 2014) contribue fortement au dysfonctionnement endothélial.
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Figure 1.14. Les changements dans les fonctions de CEs durant sepsis (Ince et al., 2016)

A. représente les fonctions des CEs au repos dans linterface entre le sang circulant et les cellules
parenchymateuses, notamment la barriere vasculaire, la régulation vasculaire, la signalisation transcellulaire et
'hémostase. Les éléments impliqués dans chaque processus sont illustrés. Le glycocalyx contenant diverses
molécules, dont les mécanotransducteurs (et son role transducteur entre la détection du stress et I'induction de
NO, un vasodilatateur des muscles lisses, les molécules d’adhésion inactives ancrées dans le glycocalyx, les
molécules essentielles pour 'hnémostase, et les molécules de défense antioxydantes telles que la SOD). Les
éléments intra et transcellulaires de I'endothélium montré comprenant la mitochondrie, avec sa contribution a la
génération de ROS et la phosphorylation oxydative. Les éléments transcellulaires présents comprennent les
jonctions gap pour la communication électrique pour la régulation vasculaire en amont et les jonctions serrées
intercellulaires importantes pour le maintien de la barriére vasculaire. Les éléments morphologiques présentés
comprennent les fenestrations et les pores transcellulaires. B. montre les effets délétéres du sepsis sur les
différents éléments de la CE qui entrainent une altération fonctionnelle au niveau de la barriere perméable, la
régulation du tonus vasculaire et 'némostasie. La destruction du glycocalyx entraine, parmi de nombreux autres
effets, I'exposition de molécules d’adhésion, entrainant le roulement (sélections) et la transmigration (intégrines)
de leucocytes activés, I'activation de composés hémostatiques en faveur d’un état procoagulant, et la perte de la
fonction de mécanotransducteur secondaire a ces molécules. La fonction barriere de la CE est affectée par la
destruction directe de la membrane due a la peroxydation lipidique induite par le ROS/RNS, ainsi que par la
décomposition de molécules telles que les jonctions serrées qui réunissent les CEs ensemble. La perte de la
fonction du tonus vasculaire en raison de défaillance du systeme transducteur mécanique, de la surproduction de
NO par iNOS et de la perte de jonction transcellulaire essentielle pour le contrble intégral de ce processus. La
destruction endothéliale entraine également la libération de microparticules qui contribuent au dysfonctionnement
de la CE.
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1.3. Vitamine C

La vitamine C, aussi appelée acide ascorbique (AA) a été isolée pour la premiere fois en 1923
par le biochimiste Hongrois Szent-Gyorgyi, qui obtint le prix Nobel de médecine en 1937.
Quelques années plus tard, on fit le lien entre cette vitamine et une maladie hémorragique
appelée Scorbut. Elle a été ensuite synthétisée par Howarth et Hirst (Chambial et al., 2013;
Covarrubias-Pinto et al., 2015). Il s’agit d'un composé hydrosoluble possédant un grand
potentiel antioxydant et qui intervient dans de nombreuses fonctions biologiques, mais pouvant
paradoxalement exercer des effets pro-oxydants (Kazmierczak-Baranska et al., 2020). La
carence en vitamine C est a l'origine de signes hémorragiques, d’anémie, de troubles
neurologiques et musculaires alors que le surdosage n’entraine pas d’effets majeurs
(Chambial et al., 2013).
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Figure 1.15. Role des isoformes de l'arginase dans le métabolisme du NO dans le
systéme vasculaire. Modifié d'aprés (Rabelo et al., 2015). Le réseau complexe d'interactions
entre les facteurs de circulation, les récepteurs membranaires et les voies de signalisation
intracellulaires interfére directement avec 'homéostasie vasculaire. L'équilibre entre les activités de
eNOS et les isoformes d’arginase est essentiel pour maintenir la biodisponibilité adéquate de NO. Une
fois le déséquilibre établi, soit par une production accrue d’espéces réactives d’'oxygéne, ou une

disponibilité réduite de NO, ou les deux, le phénoméne de dysfonctionnement endothélial s'installe.
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1.3.1. Structures chimiques et caractéristiques

L’acide ascorbiqgue (AscH2) correspondant au nom trivial C6H806, est un composé
hydrosoluble, photosensible et thermolabile, possédant deux groupes hydroxyles. Son poids
moléculaire est égal a 176.12g/mol.

La dénomination commune internationale (DCI) de la vitamine C correspond a l'acide
ascorbique. Les dénominations chimiques sont représentées par l'acide L-ascorbique, I'acide
L-xyloascorbique, le 3-oxo L-gulofuranolactone (forme énolique), l'acide L-3cétothréo-
hexuronique lactone, la lactone de la forme énolique de I'acide 2, voire encore l'acide 3-céto-
L-gulonique (André Rougereau.,1993). Actuellement, il est courant d'utiliser la nomenclature
L(+) - acide ascorbique, L-Thréo acide ascorbique (PubChem), et L-Threo-2,3,4,5,6-
pentahydroxy-1-hexenoicacid-4-lactone.

Il se présente sous plusieurs formes chimiques parmi lesquelles la forme ascorbate
monoanionique (AscH") est physiologiquement prédominante (Chambial et al., 2013; Du et al.,
2012). Les autres isoformes métaboliguement actives sont : le radical ascorbate (Asc-) et

'acide déshydroascrobique (DHA) (Figure 1.16).
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Figure 1.16 Structures des espéces chimiques associées alavitamine C (Du etal., 2012).

En bleu, les structures bichimiguement dominantes.

1.3.2. Biosynthése
Chez la plupart des mammiféeres, la synthése de La vitamine C se fait au niveau du foie
(Harrison et al., 2014). Seuls 'homme, le cochon de Guinée, la chauve-souris et les primates

sont incapables de le synthétiser, parce gu'ils ne possédent pas le géne codant de la
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gulonolactone oxydase, I'enzyme nécessaire a la synthése de la vitamine C (figure 1.17) a
partir du glucose, et dépendent de leur régime alimentaire comme source exogéne de vitamine
C (Corpe et al., 2010; Mandl et al., 2009).
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Figurel.17. Biosynthese de la vitamine C a partir de la D-glucose chez les animaux et
différentes voies de transformation chimique de l'acide ascorbique (Kazmierczak-Baranska et
al., 2020). (1) a-D-glucopyranose; (2) D-glucuronicacid;(3) Gulonic acid; (4) L-gulonolactone;
(5) 2-keto L-gulonolactone; (6) Ascorbate anion; (7) Dehydroascorbic acid; (8) Ascorbyl

radical; (9) Ascorbyl radical anion.

1.3.3. Métabolisme et biodisponibilité

L’acide ascorbique apporté par I'alimentation est prét a étre absorbé par les entérocytes de
l'intestin gréle. La vitamine C s’accumule dans les cellules a travers des transporteurs de
vitamine C sodium (Na*) dépendants (SVCTs)1 (SVCT1) et 2 (SVCT2), alors que le DHA est
diffusé via des transporteurs de glucose Na* indépendants (GLUT) (Nualart, 2014). SVCT1
dont l'affinité pour la vitamine C est faible, est exprimé par les tissus épithéliaux et est
responsable de I'absorption intestinale et de la réabsorption rénale. SVCT2 est exprimé par

les cellules non-épithéliales et notamment endothéliales (Carr and Vissers, 2013; May and
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Harrison, 2013). Des concentrations intracellulaires élevées en ascorbate sous-régulents les
SVCTs et entrainent une baisse de I'absorption intestinale alors que des concentrations faibles
ont l'effet inverse. La biodisponibilité est déterminée par l'absorption intestinale et la
réabsorption rénales (Du et al., 2012). La demi-vie est de 10 a 20 jours avec une concentration
plasmatique d’environs 50 ymol/L (Naidu, 2003). La concentration intracellulaire d’ascorbate

est plus élevée que dans les liquides extracellulaires (Du et al., 2012) (figure1.18).
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Figurel.18. Absorption et distribution de la vitamine C a travers le lit vasculaire (May
and Harrison, 2013).

1.3.4. Effets et fonctions biologiques de la vitamine C

Toutes les fonctions biologiques de la vitamine C sont dues a ses propriétés oxydo-réductrices
et notamment a son habilité a donner des électons. Elle représente un co-substrat important
d'une grande classe d'enzymes, notamment, les hydroxylases et les mono-oxygénases et
régule I'expression des génes en interagissant avec des facteurs de transcription
indispensables tels que NF-kB et AP-1 (activator protein 1) (Kazmierczak-Baranska et al.,
2020). De plus, Elle est impliguée dans la synthése du collagéne, de la carnitine, des
catécholamines, du cholestérol, des acides aminées et de certaines hormones peptidiques
(May and Harrison, 2013). Elle joue également un réle majeur dans la protection contre le
stress au cours du processus inflammatoire et immunitaire (Chambial et al., 2013; Sorice et
al., 2014), en réduisant les ROS et les RNS, et en désactivant le facteur HIF-1 (Hypoxia-

inducible factor 1). Aussi, elle agirait comme antimicrobien et participe au contrdle des
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infections et dans I'immunité antiinfectieuse (Hemil&, 2017; Sorice et al., 2014). Par ailleurs,
la vitamine C stimule la prolifération cellulaire et prévient 'apoptose des cellules induite par
différents agents (figure1.19).

RADIATION

RED-OX =y

SWITCH
TET HIF1Y
Transcription factors

JNFkB, TAP-1 t

rucieut

——>» Modulation of gene expression

-

vl il

| Cell proliferation

' DNA repair
' Cell death

apoptosis/ autoschisis

Figurel.19 Effets biologiques de la vitamine C (Kazmierczak-Baranska et al., 2020). SVCT,
sodium-dependent vitamin C transporter; DHA, dehydroascorbic acid; GLUT, Glucose
transporter; GSH, glutathione; GSSG, glutathione disulfide; HIF-1, Hypoxia-inducible factor 1;
TET, methylcytosine oxidase ten-eleven translocation proteins; NF-kB, nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B cells; AP-1, activator protein 1.

1.3.4.1. Fonctions biochimiques

La vitamine C est un cofacteur des hydroxylases et des mono-oxygénases. Ces deux enzymes
sont impliguées dans la synthése du collagéne, principale protéine constitutive de plusieurs
tissus (ex: peau, 0s, dents, vaisseaux sanguins, etc), de la carnitine et des
neurotransmetteurs. L’AA accélére I'hydroxylation de la proline et de la lysine qui jouent un
réle dans la synthése du collagéne. Il est essentiel pour la synthése de la carnitine musculaire

impliquée dans le transfert des acides gras dans la mitochondrie & des fins de production
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énergétique. C’est aussi un cofacteur de 'enzyme dopamine-béta-hydroxylase qui catalyse la
conversion de la dopamine en norépinéphrine. La vitamine C est nécessaire pour la
transformation du cholestérol en acides biliaires empéchant son accumulation.

L’AA a aussi un réle dans la désactivation du facteur de transcription induit par 'hypoxie (HIF),
en situation de normoxie (Mandl et al., 2009). Il facilite 'absorption duodénale du fer non-
héminique en formant un chélate a un pH acide qui reste soluble a pH duodénal alcalin
(Abbaspour et al., 2014).

1.3.4.2. Effets pro-oxydants

Dans certaines conditions (faible concentration, présence d’ions libres de fer ou de cuivre,
etc), la vitamine C peut avoir un effet pro-oxydant (Kazmierczak-Baranska et al., 2020; Mandl
et al., 2009). Cet effet qui peut paraitre désavantageux peut avoir des bénéfices notamment
dans certains cancers (Putchala et al., 2013). Il apparait néanmoins que ces effets pro-

oxydants sont moindres in vivo par rapport aux effets antioxydants (Naidu, 2003).

1.3.4.3. Effets sur le systéme immunitaire

La vitamine C affecte pratiquement tous les composants du systéme immunitaire du fait que
sa concentration intracellulaire dans les phagocytes et des lymphocytes est largement
supérieure a celle du plasma. De méme, le processus de phagocytose entraine la libération
d’agents oxydants déléteres qui peuvent étre réduits par la vitamine C (Carr and Maggini,
2017). Lors du choc septique, la vitamine C influence l'activité des macrophages en régulant
le processus de phagocytose par la diminution de l'adhésion, du chimiotactisme, de
l'internalisation et aussi de la production du superoxyde. La phagocytose s’accompagne de
libération de cytokines et de radicaux libres impliqués dans la pathogénese du choc septique
(Victor et al., 2000). De plus, la vitamine C posséde des effets bactériostatiques (Oudemans-
van Straaten et al., 2014). La vitamine C renforce de nombreuses fonctions des neutrophiles
comme le chimiotactisme et la phagocytose (figure1.20) et elle exerce des effets stimulateurs
de l'immunité adaptative aussi bien cellulaire que humorale (Carr and Maggini, 2017).

La vitamine C renforce la barriére cutanée en synergie avec d’autres micronutriments et répare
les dégats cellulaires secondaires au stress oxydatif. Elle renforce la réponse immune de type
Thl médiée par les cytokines. Elle protége également les cellules immunitaires contre les
radicaux libres (Chambial et al., 2013). Par ailleurs, des taux plasmatiques faibles d’ascorbate
sont associés a plusieurs états pathologigues notamment au sepsis (Wilson, 2009). A ce
propos, des études ont montré I'effet positif de la vitamine C sur le renforcement de la réponse
immunitaire au cours du sepsis et son réle bactériostatique notamment vis-a-vis de S. aureus
(Kallio et al., 2012; Wilson, 2009).
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Figurel.20. Effets de la vitamine C sur la phagocytose (Carr and Maggini, 2017). La
vitamine C : a) favorise la migration des neutrophiles (chimiotaxis), b) favorise I'absorption
(phagocytose) des microbes et ¢) stimule la production d’espéces réactives d’oxygene (ROS)
et tue les microbes. La vitamine C induit 'apoptose dépendant de la caspase (cysteine-
asparticprotease), améliorant I'absorption et la clairance par les macrophages, et inhibe la
nécrose et la nétose, améliorant ainsi la réponse inflammatoire et réduisant les dommages

tissulaires.

1.3.5. Vitamine C et cellules endothéliales

1.3.5.1. Mouvements cellulaires

L’entrée de la vitamine C dans la cellule endothéliale se fait principalement a travers le
transporteur SVTC2 que la plupart des CE expriment (May and Qu, 2009). Elle peut également
pénétrer sous forme de DHA par transfert facilité a travers les récepteurs ubiquitaires GLUT.
Elle est rapidement réduite en ascorbate (Meredith et al., 2011). Une fois dans la cellule, elle
exerce ses fonctions en cédant un électron a différentes espéces de radicaux libres (fer
ferrique, superoxyde, etc). Le radical ascorbate (Asc’) qui en résulte est rapidement réduit en
ascorbate monoanionique (AscH") par les NADPH réductases (Figure 1.21). Les mécanismes
de libération d’ascorbate par les cellules demeure incertain, mais on sait qu’elle est renforcée

par 'augmentation de calcium intracellulaire (Figueroa-Méndez and Rivas-Arancibia, 2015).
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Les concentrations intracellulaires de I'ascorbate sont plutét basses, de l'ordre de 1 a 4 mM
(May and Harrison, 2013).
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Figure 1.21. Absorption et recyclage de la vitamine C par la cellule endothéliale (May,
James M, 2013). La vitamine C pénétre dans la cellule principalement par SVCT2, et accessoirement
sous forme de DHA par GLUT pour étre réduite rapidement en ascorbate. A l'intérieur, il peut donner
un électron au Fe*® a O2 ou aux autres radicaux libres mitochondriaux ou générés par I'activation de
récepteurs de surface comme le récepteur de thrombine ou des produits finis de la glycation (AGE).
AA qui en résulte est réduit en ascorbate par NADPH réductase ou dismuté en AA et DHA.

1.3.5.2. Fonctions cellulaires
1.3.5.2.1. Réle antioxydant

La vitamine C est un antioxydant cellulaire puissant, qui élimine les ROS et les RNS exogénes
ou celles accumulés a l'intérieur de la CE au cours du métabolisme mitochondrial par NADPH
oxydase, la xanthine oxydase et eNOS et participe a I'élimination du superoxyde en exces par
la superoxyde dismutase et diminue de ce fait également le peroxynitrite (May and Harrison,
2013).

1.3.5.2.2. Réle d’enzyme cofacteur

La fonction d’enzyme cofacteur exercée par la vitamine C et décrite précédemment est

également présente dans les cellules endothéliales.

1.3.5.2.3. Prolifération cellulaire et apoptose

En culture, la vitamine C stimule la prolifération cellulaire et la formation de structures

analogues aux capillaires, grace a sa capacité de stimuler la synthése du collagene de type
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IV (Schor et al., 1983; Shekhonin et al., 1987). Elle a également un effet préventif sur
'apoptose des CE induite par différents agents (May and Harrison, 2013).

Ces effets ne sont pas observés si des doses tres élevées de vitamine C sont utilisées
(Mikirova et al., 2010).

1.3.5.2.4. Modulation du tonus vasculaire

La vitamine C favorise la vasodilatation vasculaire dépendante du NO en préservant le NO
intracellulaire notamment par le recyclage du tétrahydrobioptérine (BH4) (figurel1.22) (May and
Harrison, 2013).
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Figurel.22. Mécanismes d’action de la vitamine C sur le monoxyde d'azote et la barriere
de perméabilité endothéliale (May and Harrison, 2013). Suite a des différentes stimulations,
la NADPH oxydase (NOX) est activée, le superoxyde généré (02°) réagit avec le monoxyde
d'azote (NO-) disponible pour former du peroxynitrite (ONOO), qui active le PP2A. La
phosphatase déphosphorylée ensuite se produit, ce qui I'éloigne de la membrane et affaiblit
les structures de jonction serrées. La vitamine C empéche l'activation du PP2A dans cette voie
en inhibant la fonction NOX et en récupérant 'O2+ et TONOO. Dans les cellules non stimulées
(avec probablement de faibles niveaux d’ONOOQO, la vitamine C améliore également la
production de NO en inhibant le PP2A par un mécanisme inconnu. Cela empéche le PP2A de
se déphosphoryler et donc de désactiver 'eNOS lui-méme, ainsi que la kinase dépendante de
FAMP (AMPK). L’'augmentation résultante de la phosphorylation de 'eNOS est médiée, au
moins en partie, par l'activation de ’TAMPK qui dépend de la phosphorylation et qui active
I'eNOS pour produire du NO. Ceci, en combinaison avec la préservation de BH4 par
'ascorbate, augmente le NO intracellulaire, qui génere ensuite des BPF cycliques par la voie
canonigue pour finalement resserrer la barriére de perméabilité endothéliale. PP2A, protéine

phosphatase de type 2A.
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1.3.4.2.5. Supplémentation en vitamine C et fonctions endothéliales

En 2014, une méta-analyse a confirmé I'effet bénéfique de la vitamine C dans le diabéte,
I'athérosclérose et I'insuffisance cardiaque. En revanche, aucun effet positif n’a été constaté
chez des sujets sains, fumeurs ou hypertendus (Ashor et al., 2014). Cet effet est probablement
dd a la grande implication de la vitamine C dans le fonctionnement cellulaire endothélial.

Au cours du sepsis, I'apport intraveineux de vitamine C est bénéfique. En effet, il s’ensuit une
accumulation rapide dans les CE, une augmentation de la production de NO et un balayage
des ROS (Figure 1.13). Ces effets sont rapides et durables justifiant la place de la vitamine C
comme traitement adjuvant (Wilson, 2009).
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Figure 1.23. Modulation intracellulaire des effets délétéres du sepsis sur les cellules

endothéliales par la vitamine C (Wilson, John X, 2009) avec des modifications. La cellule
endothéliale est représentée par le grand rectangle. Les lignes continues signifient la stimulation alors
que les lignes discontinues signifient I'inhibition. Le sepsis stimule la NADPH oxydase (Nox) et 'oxyde
nitrique synthase inductible (iNOS) qui augmentent les ROS et le peroxynitrique (ONOO"). Ces radicaux
libres ont des effets néfastes sur les fonctions vasculaires. La vitamine C récupére les radicaux libres
et stimule eNOS (Oxyde nitrique synthase endothéliale) qui dépend de BH4 (Tetrahydrobioptérine) pour
augmenter le NO. L'Asc inhibe aussi Nox et iNOS.
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1.4. Problématique et objectifs
1.4.1. Problématique

Staphylococcus aureus est une bactérie opportuniste fréquemment responsable d’infections
séveres. Sa capacité a déjouer les réponses immunitaires explique en grande partie sa
virulence. La cellule endothéliale, se situe en premiére ligne des défenses immunitaires contre
S. aureus, en raison de sa localisation privilégiée entre le sang et les tissus adjacents mais
représente aussi I'un des principaux moyens de dissémination de l'infection. En effet, la cellule
endothéliale douée de fonctions immunitaires et inflammatoires, dont la détection des
pathogenes circulants, le recrutement des leucocytes vers le site inflammatoire via la sécrétion
des cytokines et des molécules d'adhésion et de la phagocytose non professionnelle, ce qui
permettent & la CE d'internaliser S. aureus, mais les facteurs de virulence exprimés permettent
le plus souvent a la bactérie d’échapper a la lyse intracellulaire, de poursuivre sa croissance
et méme de se disséminer a travers la paroi endothéliale vers les tissus environnants et les
organes, conduisant a des infections chroniques, persistantes et associées a un
dysfonctionnement endothélial. De nombreuses stratégies thérapeutiques récentes ont ciblé
le dysfonctionnement de CE afin de prévenir la progression du sepsis a des stades précoces.
Parmi ces stratégies, 'administration de la vitamine C(AscH2) a fait I'objet de nombreux
travaux. En effet, il est admis que la vitamine C, substance antioxydante par excellence,
apporte des effets positifs lors du sepsis notamment a travers son action sur les cellules
endothéliales. Cependant ses effets immunomodulateurs sur les cellules endothéliales au

cours de l'infection a S. aureus ne sont pas connus.

1.4.2. Objectifs

v' Evaluer I'effet ex vivo de la vitamine C/AscH2 sur les activités fonctionnelles des cellules
endothéliales y compris l'activité bactéricide, les fonctions immunométaboliques et
immunophysiologiques ainsi que la réponse inflammatoire au cours de linfection a S.
aureus.

v' Evaluer I'effet ex vivo de la vitamine C/AscH2 sur la mort et la réparation cellulaire au cours

de l'infection a S. aureus.
1.4.3. But

Montrer que la vitamine C/AscH2 pourrait exercer un effet immunomodulateur sur les activités

fonctionnelles des CEs et améliorer leur survie lors de l'infection a S. aureus.
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Chapitre 2. Le traitement a la vitamine C/L-Thréo acide ascorbique stimule la survie et le
fonctionnement des cellules endothéliales infectées par S. aureus, ainsi que la bactéricidie
intracellulaire, et immunomodule la sécrétion de I'lL-1B et I'lCAM-1 soluble

2. 1. Matériel et méthodes

2.1.1. Conception de I'étude

La totalité des travaux ont été réalisé au sein de laboratoire de biologie moléculaire appliquée et
d’immunologie (BIOMOLIM) sous la direction de Monsieur le Professeur Mourad Aribi. Cette étude
montre les effets ex vivo de la vitamine C/ I'AscH2 sur les CEs humaines primaires au cours de
l'infection a S.aureus, en utilisant le modéle HUVEC, infectée ou non par S. aureus et traitée ou non
par 'AsH2. Les expériences ont été effectuées sur des cellules isolées, des surnageants de culture
cellulaire et des lysats de cellules. Les effets du traitement par la vitamine C/AscH2 sur la production
du NO, la libération du lactate déshydrogénase (LDH) (cytotoxicité basée sur le relachement du LDH
/ nécrose cellulaire), la sécrétion de I'lL-1B et de I'lL-6, ainsi que sur I'expression de molécules
d’adhésion soluble (sICAM- 1) (CD54) et sE-sélectine (sE-sélectine) (CD62)ont été déterminé au
niveaudes surnageants de la culture cellulaire. De plus, les effets de la supplémentation en
vitamineC/AscH2 sur I'activité de l'arginase, I'activité redox protectrice cellulaire (activités catalase et
superoxyde dismutase (SOD)), les ions calcium totaux liés / complexés (,Ca?"), la teneur totale en
cholestérol cellulaire (1.cCHOL) et le taux du glucose intracellulaire (;Glu) ont été déterminés au niveau
des lysats cellulaires. L'effet de la supplémentation en vitamine C sur l'activation du cycle cellulaire
BrdU a été réalisé sur des HUVECs adhérentes infectées ou non par S. aureus. La croissance
bactérienne, l'activité d'internalisation et de I'activité bactéricide ont été réalisés sur des HUVECs
cultivées avec S. aureus traitées ou non traitées par AscH2. Chaque expérience a été répétée au

moins trois fois. Le rationnel et la conception de I'étude sont résumés dans la figure 2.1.
2.1.2. Déclaration d'éthique et récolte des cordons ombilicaux

Des consentements éclairés et écrits pour la collecte de cordons ombilicaux ont été obtenus des
parturientes saines a terme, ayant une tranche d'age similaire (25-35 ans), hospitalisées a la maternité
de I'Etablissement Hospitalier Spécialisé Mére-Enfant de Tlemcen.

Les critéres d'exclusion étaient le tabagisme ; les antécédents d’ischémie, d'occlusion vasculaire ou
d’'artériopathies périphériques ; I'hypertension artérielle ou tout autre maladie cardiovasculaire ;
I'obésité, le diabete pré-gestationnel ou gestationnel, la pré-éclampsie, les maladies métaboliques,
l'infection, l'inflammation, les maladies auto-immunes, les grossesses compliquées et les cordons
traumatisés. Les cordons ont été collectés aseptiquement immédiatement aprés la délivrance,
conservés dans un tampon de transport stérile a 4 °C et acheminés directement au Laboratoire
BIOMOLIM.

2.1.3. Préparation, infection et traitement des CEs
Brievement, les CEs ont été isolées a partir de la veine du cordon ombilical par digestion enzymatique
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par la collagénase. Ensuite, elles ont été cultivées jusqu'a atteindre la confluence, puis elles ont subi
des passages avec de la trypsine-Acide éthyléne diamine tetra acétique (EDTA) au quatriéme
passage. Enfin, les HUVECs ont été infectées ou non avec S. aureus, puis traitées avec 1 mM de
I'AscH2 pendant 24 h.

2.1.3.1. Isolation des HUVECSs et culture cellulaire
Les HUVECS ont été isolées a partir de cordons ombilicaux humains par digestion enzymatique a la
collagénase de l'intérieur de la veine ombilicale comme décrit précédemment (Crampton et al., 2007)
avec des modifications mineurs. L'exces de sang a été éliminé et les sections du cordon ombilical ont
été coupées aux deux extrémités avec un scalpel stérile. La veine ombilicale a été cathétérisée par
une aiguille 21G et le cordon a été serré a son extrémité, puis une solution saline tamponnée de Hank
(HBSS) (Sigma Chemical Co., St, Louis, USA) a été perfusée en utilisant une seringue de 20 mL pour
le lavage de la veine. Aprés un lavage supplémentaire, une solution de collagénase (0,1% p/v dans
HBSS, Gibco) a été injectée dans la veine avec une pression modérée en utilisant une seringue de 10
mL. Le cordon pré-rempli a été refermé aux deux extrémités avec des pinces stériles, puis un massage
trés délicat a été effectué pour faciliter le détachement des CEs. Le cordon clampé contenant la
solution de collagénase a été incubé dans une solution saline tamponnée phosphatée de Dulbecco
(DPBS, Sigma Chemical Co., St, Louis, USA) au bain-marie a 37°C pendant 15 minutes. Aprées
incubation, la solution de collagénase contenant les CEs a été récupérée de la veine en perfusant 20
mL de HBSS, puis collectée dans un tube stérile de 50 mL contenant 10 mL de Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) avec 2 mM de L-glutamine (Sigma Chemical Co., St, Louis, USA)(Kriiger-
Genge et al., 2017) supplémenté avec 20% de sérum bovin feetal ( SVF, Sigma Chemical Co., St,
Louis, USA), 100 Ul / mL de Pénicilline (Sigma) et 100 pug / mL de Streptomycine (Sigma)(Baudin et
al., 2007; Marin et al., 2001). Aprés centrifugation a 250 x g pendant 10 min (Jaffe et al., 1973), le
surnageant a été jeté et le culot a été lavé deux fois puis remis en suspension dans 5 mL de milieu de
culture frais. Les CEs ont ensuite été incubées dans un flasque de culture cellulaire T25 (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), préalablement recouvert de gélatine 1% (Sigma), a 37°C dans
une atmosphére humidifiée contenant 5% de CO; (Marin et al., 2001). Le milieu de culture a été
remplacé aprés 24 h pour éliminer les cellules non adhérentes, puis chaque deux jours jusqu'a
atteindre 80% a 90% de confluence. A chaque étape, la confluence a été vérifiée par microscopie
inversée (Baudin et al., 2007; Marin et al., 2001)(figure2.2). Les HUVECs ont été subcultivées a un
rapport de 1:3 en utilisant la méthode de détachement a la trypsine/EDTA a 0,05% et 0,02%
respectivement (Marin et al., 2001). Les HUVECs ont été utilisées au quatrieme passage pour les
expériences décrites ci- dessous. La viabilité des HUVECS a été évaluée en utilisant le test d'exclusion
au bleu Trypan (TBET) tout au long des expérimentations (Strober, 2001).

2.1.3.2. Souche bactérienne et conditions de croissance

S. aureus (American Type Culture Collection [ATCC] 25923) a été utilisé comme une souche de
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référence. La souche bactérienne a été inoculée dans 10 mL de bouillon Cceur-Cervelle (BHIB)
(Sigma), et cultivée pendant une nuit jusqu'a la phase de croissance exponentielle (phase
logarithmique) a 37°C (Hamill et al., 1986). Ensuite, les cellules bactériennes ont été recueillies par
centrifugation (3 000 x g, 10 min) a température ambiante (Cheung, 2007), lavées deux fois avec du
PBS (solution saline tamponnée phosphatée), puis remises en suspension dans du DMEM
supplémenté avec de la L-glutamine (2 mM) et 20% de SVF a l'aide du spectrophotométre a 600 nm
et une densité optique égale a 1,0, ce qui correspond a ~ 10° unités formant colonie (UFC) mL*
(Edwards and Massey, 2011).

2.1.3.3. Infection des HUVECSs et traitement par AscH2
Les HUVECSs a une confluence de 10%/puits ont été cultivées dans du DMEM supplémenté avec de la
L-glutamine, 20% de SVF et de la pénicilline/streptomycine (100 Ul/mL, 100 ug/mL, respectivement),
sur une plaque de 24 puits a fond plat pré-enduite de gélatine (Sigma). Les cellules adhérées ont été
lavées doucement trois fois avec du PBS puis infectées ou non par S. aureus avec une multiplicité de
l'infection (MOI) de 50 en ajoutant une suspension de S. aureus, ensemencée dans le DMEM
supplémenté par la L-glutamine, 20% SVF, sans antibiotique, a la concentration finale de 5.107
UFC/puits, puis incubées pendant 2 h a 37°C dans une atmosphére humidifiée contenant 5% de CO,.
Apres incubation, les cellules infectées et non infectées ont été doucement lavées trois fois avec du
PBS, puis traitées avec une concentration finale de L- acide ascorbique a 1 mM (Sigma Chemical Co.,
St, Louis, USA) dans du DMEM avec L-glutamine, 20% de SVF et pénicilline/streptomycine (100
Ul/mL, 100 pg/ mL, respectivement) pendant 24 h a 37 °C et 5% de CO, dans une atmosphere humide.

2.1.4. Récupération des surnageants de culture et lyse cellulaire

Apres incubation, les surnageants exemptes de cellules ont été aspirés délicatement de chaque puits
et les cellules ont été lavées trois fois avec du PBS et lysées par traitement pendant 30 min avec 500
pL de Triton X-100 a 0,1% (TX100). La réaction a été stoppée par l'addition d'un volume égal d'un
mélange contenant Tris-HCI et MnCl.. Les lysats cellulaires ont ensuite été aspirés pour les analyses

requises (Nouari et al., 2016; Ysmail-Dahlouk et al., 2016).
2.1.5. Dosage des protéines totales

La concentration des protéines totales a été mesurée au niveau des lysats de culture cellulaire a 540

nm en utilisant un kit commercial (Thermo Fisher Scientific Inc., Middletown, USA).
2.1.6. Dosage de la production de NO

L’évaluation de la production du NO a été effectuée par la réaction colorimétrique sensible de Griess.
Cette méthode repose sur la mesure de I'accumulation des métabolites oxydatifs (NOx, nitrate et
nitrite) (Aribi, 2018). Aprés déprotéinisation avec de l'acide trichloracétique (TCA),100 ml des

surnageants de la culture ont été incubés avec 100 pL de la Vanadium (lll) chloride et 50uL du réactif
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de Griess (v/v; 1/2) pendant 30 min a 37°C. L'intensité de la couleur du produit formé a été mesurée
a une longueur d’'onde de 540 nm. Par la suite, les concentrations des NOx ont été déterminées a
I'aide d’une courbe d’étalonnage ayant des concentrations allant de 0 a150 umol/L de nitrite de sodium

(NaNO2). Les niveaux du NO ont été rapportés en uM/10° cellules/mL.
2.1.7. Détermination de I'activité de I'arginase

L'activité de l'arginase (EC 3.5.3.1) a été déterminée par spectrophotométrie au niveau des lysats
cellulaires en se basant sur la mesure de la formation d'urée aprés incubation avec la L-arginine
comme décrit (Aribi et al., 2015; Nouari et al., 2016). L'activité de l'arginase a été exprimée en nmol
d'urée par mg de protéines par heure.

2.1.8. Dosage de sICAM-1 et de sE-sélectine

Les quantités de sICAM-1 et de sE-sélectine ont été déterminés au niveau des surnageants de la
culture cellulaire avec des kits ELISA humains (Sigma Aldrich Co., St.Louis, USA), et I'absorbance a
été mesurée a 450 nm avec un lecteur de plague ELISA (BiochromAnthos 2020, Cambridge,
Royaume-Uni). Les quantités de SICAM-1 et de sE-sélectine ont été calculées a partir de leurs courbes
d'étalonnages selon les instructions du fabricant. Les limites de détection (LOD) étaient de 150 pg /

mL pour sICAM-1 et de 30 pg / mL pour sE-sélectine.
2.1.9. Détermination de la nécrose cellulaire

La nécrose cellulaire a été déterminée au niveau des surnageants de la culture cellulaire par la
meéthode de cytotoxicité basée sur la libération de LDH par les cellules endommagées (Chan et al.,
2013), en utilisant le kit de dosage colorimétrique LDH (Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA), selon les
instructions du fabricant. Les quantités relatives de la libération de LDH ont été mesurées a 490 nm
en utilisant un lecteur ELISA pour microplaques. La nécrose cellulaire a été exprimée en pourcentage

de cytotoxicité a base de LDH comme décrit (Kubica et al., 2008).
2.1.10. Evaluation de I'activité protectrice redox cellulaire

Les activités de catalase et de SOD ont été mesurées en tant que biomarqueurs de I'activité redox

protectrice des cellules (Dahmani et al., 2020).
2.1.10.1. Evaluation de I'activité de la catalase

L'activité de la catalase (EC 1.11.1.6) a été déterminée au niveau des lysats de la culture cellulaire
par une méthode spectrophotométrique, basée sur la mesure de la décomposition du peroxyde
d'hydrogéne comme décrit avec des modifications mineures (Walton and Pizzitelli, 2012). Dix uL de
lysats cellulaires ont été incubés avec un volume égal du mélange réactionnel contenant du peroxyde
d'hydrogene (H20) pendant 5 minute (min) a température ambiante, puis la réaction a été arrétée en

utilisant de 'oxysulfate de titane (IV) saturé (TiOSO.) dans 1 M de H.SO4, qui réagit avec H,O, restant
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pour produire un complexe de Peroxotitanium (PTC) de couleur jaune. L'absorbance a été mesurée a
410 nm contre un blanc. L'activité de la catalase a été rapportée en U/min/mL

2.1.10.2. Evaluation de I'activité de la SOD

L'activité de la SOD (EC 1.15.1.1) a été évaluée au niveau des lysats de la culture cellulaire en utilisant
le kit colorimétrique SOD-WST (19160, Sigma Aldrich). La technique est basée sur la mesure du
formazan hydrosoluble coloré généré par la réduction du sel de tétrazolium hautement hydrosoluble
(WST-1) [2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2Htetrazolium, monosodiumsalt]
par les ions superoxydes générés par la xanthine/xanthineoxydase (XO) (Ukeda et al., 1999).
L'absorbance est lue a 450 nm en utilisant un lecteur ELISA pour microplagues (BiochromAnthos
2020, Cambridge, Royaume-Uni). L'activité de la SOD (pourcentage d'inhibition de WST-1 [IC50]) liée
a celle de la XO, est calculée selon les instructions du fabricant et exprimée en tant que 50% de
I'activité XO.

2.1.11. Mesure du pCa*

Les niveaux de ,Ca?" ont été quantifiés dans les lysats cellulaires, aprés élimination des surnageants,
en utilisant une méthode spectrophotométrique trés sensible et spécifique basé sur Arsenazo Ill (1,8-
Dihydroxy-3,6-disulpho-2,7-naphthalene-bis(azo) dibenzenearsonicacid)ASIII-Ca?*) (Chutipongtanate
and Thongboonkerd, 2010; McBurney and Neering, 1985). Les niveaux de ,Ca?* ont été exprimés en

uEg/mg de protéines.
2.1.12. Mesure du CHOL

Les taux de CHOL ont été déterminés au niveau des lysats cellulaires par méthode
spectrophotométrique enzymatique (Luo et al., 2010; Song et al.,, 2013), en utilisant des réactifs
commerciaux (SPINREACT, S.A./S.A.U. Ctra. Santa Coloma, Espagne), et les quantités de CHOL

ont été exprimés en g par mg de protéines.

2.1.13. Mesure du iGLU

Les concentrations de iGLU ont été mesurées au niveau des lysats des HUVECs en se basant sur
I'oxydation du glucose en gluconate par lI'enzyme glucose oxydase (GOD), et le H,O, produit a été
détecté a 505 nm avec un accepteur d'oxygéne chromogéne, phénol, 4 aminophénazone (4-AP) en
présence de peroxydase (POD) (Belhassena et al., 2020). Les quantités d'iGLU ont été exprimées en

nmol par mg de protéines.
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Figure 2.1. Rationnel et conception de I’étude.
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2.1.14. Evaluation de I'activité bactéricide cellulaire (internalisation et lyse bactérienne)

Une suspension de S. aureus dans DMEM supplémenté avec 2 mM de L-glutamine, 20% de SVF,
contenant ou nonl mM d'AscH2 a été ajoutée a 10° HUVECSs par puits pré cultivées dans une plaque
de culture a 24 puits, enduites de gélatine, a une concentration finale de 5 x 10’UFC (le rapport
bactéries/HUVEC était de 50:1), correspondant a une MOI de 50. Une autre suspension de S. aureus
a été cultivée seule comme témoin (Nouari et al., 2016). Les mélanges et les bactéries seules ont été
incubés pendant 2 h dans une atmosphére humidifiée a 5% de CO, a 37°C (Kubica et al., 2008), puis
les surnageants ont été récupérés et des dilutions en série ont été étalées sur le milieu de Chapman.
Aprés une incubation de 24h, les bactéries extracellulaires ont été déterminées en comptant les UFC
bactériennes. Les expériences ont été effectués a 0 (t0) eta 1 h (t1), et le pourcentage d'internalisation
bactérienne a été exprimé comme le pourcentage de diminution des bactéries extracellulaires viables
comme il a été rapporté en détail (Aribi, 2018; Aribi et al., 2015; Nibbering et al., 1996). Les
monocouches des HUVECs ont ensuite été lavées doucement trois fois avec du PBS, puis cultivées
dans DMEM supplémenté avec 2 mM de L-glutamine, 20% de SVF contenant 50 ug/mL de la
gentamicine pour tuer toutes les bactéries restantes pendant 1 h. Ensuite, la moitié des puits ont été
lysés en utilisant 1% de Triton X-100 dans du PBS a t0, tandis que les autres ont été réincubées
pendant 1 h (t1) dans DMEM supplémenté avec 2 mM de L-glutamine, 20% de SVF sans antibiotique,
puis lysés en utilisant 1% de triton X-100 dans du PBS. Les lysats cellulaires ont été récupérés et des
dilutions en série ont été étalées sur le milieu de Chapman et incubées pendant une nuit & 37 °C. Le
nombre de bactéries intracellulaires viables (UFC) a tO et t1 a été déterminé comme décrit (Aribi,
2018). Le pourcentage de capacité de bactéricidie cellulaire a été exprimé en pourcentage de
diminution des bactéries intracellulaires. Des contrdles comprenant des puits contenant des HUVECs

non infectées ou des bactéries seules étaient nécessaires durant les expériences.

-U a
"ﬂﬁ th ,"" IpA| ..

Figure2.2. Cellules endothéliales confluentes a 80-90% observées au microscope optique inversé (x
40).

50



Chapitre 2. Le traitement a la vitamine C/L-Thréo acide ascorbique stimule la survie et le
fonctionnement des cellules endothéliales infectées par S. aureus, ainsi que la bactéricidie
intracellulaire, et immunomodule la sécrétion de I'lL-1B et I'lCAM-1 soluble

2.1.15. Evaluation de la croissance bactérienne intracellulaire

L'effet de la supplémentation de I'AscH2 sur la croissance bactérienne a été évalué comme décrit
(Aribi et al., 2015).

2.1.16. Activation du cycle cellulaire

L'activation du cycle cellulaire a été déterminée selon le test d'incorporation de BrdU
(Bromodeoxyuridine [5-bromo-2'-désoxyuridine]) (kit de prolifération cellulaire ab126556-BrdU,
Abcam, Allemagne), en respectant les instructions du fabricant. Brievement, les HUVECs ont été
ensemencées dans une plaque a fond plat a 96 puits a une densité de 2 x 10* cellules/puits, et laissées
s’adhérer pendant 24 h a 37 °C dans une atmospheéere humidifiée et 5% de CO.. Les cellules ont été
infectées ou non pendant 2 h avec S. aureus, puis lavées deux fois avec du PBS. Les cellules infectées
et non infectées ont été traitées ou non avec I'AscH2 pendant 24 h. Ensuite, les cellules ont été
incubées pendant une nuit avec un marqueur 1x BrdU, et ensuite rincées trois fois avec un tampon de
ringage. Les cellules ont été préalablement fixées en utilisant une solution de fixation afin de dénaturer
I'ADN, puis l'incorporation du BrdU a été détectée en utilisant un anticorps détecteur monoclonal anti-
BrdU, pendant 1 h a une température ambiante. Apres plusieurs ringages, les cellules ont été incubées
avec l'anticorps conjugué a I'HRP (peroxydase). Les cellules ont ensuite été rincées et incubées avec
la tétraméthylbenzidine (TMB) comme substrat de la peroxydase pendant 30 min a une température
ambiante, a I'obscrurité. Les densités optiques (DO) ont été mesurées a 450 nm en utilisant un lecteur
de plaques ELISA Biochrom Anthos 2020 (Cambridge, Royaume-Uni), et I'absorbance des cellules

sans BrdU (contrble) a été soustraite de chaque lecture.
2.1.17. Dosage des cytokines

Les quantités de I'lL-1B et de I'lL-6 ont été déterminées au niveau des surnageants de la culture
cellulaire par un dosage ELISA, avec des kits commerciaux en utilisant des Kits ELISA humains (BD
OptEIA, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA), conformément aux instructions du
fabricant. Les DO ont été mesurées a 450 nm a l'aide d'un lecteur de plaques ELISA BiochromAnthos
2020 (Cambridge, Royaume-Uni). Les limites de détection (LOD) étaient de 4 pg/mL pour les deux

cytokines.
2.1.18. Analyses statistiques

Les analyses statistigues ont été effectuées a l'aide du logiciel SPSS version 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Toutes les données ont été présentées sous forme de moyenne * erreur standard
de la moyenne (SEM). La normalité a été vérifiée avant les procédures statistiques. Etant donné que
la distribution des résultats n'était pas normalement distribuée, les comparaisons ont été effectuées
avec les tests non paramétriques Kruskal-Wallis et Mann-Whitney U pour rechercher les différences

entre les quatre groupes et entre deux groupes, respectivement.
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2.2. Résultats

Dans la présente étude, nous avons examiné les effets immunomodulateurs ex vivo du traitement par

la vitamine C/AscH2 sur les activités fonctionnelles des HUVEC infectées par S.aureus.

2.2.1. Le traitement par la vitamine C/AscH2 induit une diminution de la production du NO et

une augmentation légeére de I'activité de I’arginase dans les HUVECs infectées par S. aureus

Comme le montre la figure2.3, le traitement par la vitamine C/AscH2 a induit une augmentation
remarquable de la production de NO et une augmentation légére de l'activité arginase dans les
HUVECSs non infectées par rapport aux cellules témoins non infectées et non traitées, et, inversement,
il a induit une baisse significative de la production du NO (p < 0,05 par le test Mann-Whitney U) et une
faible augmentation de l'activité de 'arginase dans les HUVECs infectées par rapport aux HUVEC
infectées et non traitées. Néanmoins, les différences entre les deux comparaisons n’ont pas été
significatives pour l'activité arginase (p > 0,05 par le test Mann-Whitney U). Pour des comparaisons

multiples par test Kruskal-Wallis, p < 0,05 pour la production de NO et p > 0,05 pour I'activité arginase.
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Figure2.3. Effet de I’AscH2 sur la production du NO et I’expression de I’activité arginase par les
HUVECSs infectées par S. aureus. Les niveaux de NO ont été mesurés par la méthode de Griess. L'activité
de l'arginase a été déterminée par spectrophotométrie en mesurant la concentration de l'urée. Les valeurs sont
présentées sous forme de la moyennezerreur standard de la moyenne. AscH2:acide ascorbique/L-threo-
2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-acideénoique-4-lactone, HUVECSs : cellules endothéliales dérivées de la veine du
cordon ombilical humain, NO : oxyde nitrique, Sa-/AscH2- : HUVEC non infectées par S.aureus et non traitées
par AscH2, Sa-/AscH2+:HUVEC non infectées par S.aureus et traitées par AscH2, Sat+/AscH2-:HUVEC
infectées par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa+/AscH2+ :HUVEC infectées par S.aureus et traitées par
AscH2. Les astérisques (*) indiquent les différences significatives entre les groupes cellulaires non infectés ou
infectés en utilisant le test de Mann-Whitney U (*p < 0,05). Les cases noires (=) indiquent les différences
significatives en comparant avec les Contréles (HUVEC non infectées par S.aureus et non traitées par AscH2)
par le test de Mann-Whitney U (=p < 0,05). *KM : différences significatives entre les quatre groupes selon le test

de Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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2.2.2. Le traitement par la vitamine C/AscH2 pourrait avoir un effet inverse de l'infection a S.
aureus sur le relachement de sICAM-1/sCD54 de sE-sélectine/sCD62E par les HUVECs

infectées par S.aureus

Comme le montre la figure 2.4, le traitement par AscH2 n’a pas exercé un effet significatif sur les
niveaux de relachement de sICAM-1 par les HUVECs infectées ou non par S.aureus. Les HUVECs
non traitées mais infectées par S.aureus liberent de fagcon significative la SICAM-1 en comparant avec
les HUVECs non traitées et non infectées (p < 0,05). De plus, il N’y a pas de différence dans les
niveaux de libération de sE-sélectine par les HUVECSs infectées et traitées par AscH2 par rapport aux
HUVEC infectées et non traitées par AscH2. En revanche, le traitement par AscH2 a induit une
augmentation significative des niveaux de libération de la s-E-sélectine dans les HUVECs non
infectées (p < 0,05). Par ailleurs, l'infection a S.aureus a induit une augmentation importante des
concentrations de sE-sélectine chez les HUVECSs infectées et traitées ou non traitées par rapport aux
cellules témoins non infectées et non traitées (p < 0,05 pour les deux comparaisons). Pour toutes les
comparaisons en utilisant le test Kruskal-Wallis, la valeur de p était supérieure a 0,05 pour sICAM-1

et inférieure a 0,01 pour sE-sélectine.
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Figure 2.4. Effet de I’AscH2 sur le relachement des sICAM-1 et sE-sélectine au cours de
I’infection a S.aureus. Les concentrations de sICAM-1 et de sE-sélectine ont été mesurées par méthode
ELISA. Les valeurs sont présentées sous forme de la moyennezerreur standard de la moyenne. AscH2: acide
ascorbique/Lthreo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-acide énoique-4-lactone,HUVECSs :cellules endothéliales de la
veine du cordon ombilical humaine, sICAM-1: molécule d'adhésion intercellulaire-1 soluble/s(CD54), sE-
sélectine : E-sélectine soluble/s(CD62), Sa-/AscH2- : HUVEC non infectées par S.aureus et non traitées par
AscH2, Sa-/AscH2+: HUVEC non infectées par S.aureus et traitées par AscH2, Sa+/AscH2-: HUVEC infectées
par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa+/AscH2+ : HUVEC infectées par S.aureus et traitées par AscH2.
Les astérisques (*) indiquent les différences significatives entre les groupes cellulaires non infectés ou infectés
utilisant le test de Mann-Whitney U (*p < 0,05). Les cases noires (*) indiquent les différences significatives en
comparant avec les Contréles (HUVEC non infectées par S.aureus et non traitées par AscH2) par le test Mann-

Whitney U (=p < 0,05). **KM : différences significatives entre les quatre groupes selon le test Kruskal-Wallis (p <
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0,01).

2.2.3. Le traitement par la vitamine C/AscH2 protege contre la nécrose de HUVEC induite par

Pinfection a S.aureus

Comme le montre la figure 2.5, l'infection a S.aureus a fortement induit la nécrose des HUVEC (p <
0,05). De plus, le traitement par AscH2 a entrainé une baisse importante de la nécrose chez les
HUVECs infectées et non infectées par S.aureus (p <0,05).l a aussi entrainé une diminution
significative de l'activité de la SOD chez les HUVECs non infectées par rapport aux HUVEC témoins
non traités (p < 0,05) et, inversement, il a augmenté l'activité de la SOD chez les HUVECs infectés
par S.aureus par rapport a celles non infectées non traitées (p < 0,05). Le traitement par AscH2 a
induit des changements mineurs dans l'activité de la catalase chez les HUVECSs infectées par S.aureus
et traitées par AscH2, mais la différence par rapport aux cellules non traitées et infectées était
statistiquement insignifiante (p > 0,05). La valeur de p était inférieure a 0,01 par test de Kruskal-Wallis

pour la nécrose cellulaire et supérieure a 0,05 pour les activités de SOD et de catalase.
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Figure 2.5. Effet de I’AscH2 sur la nécrose et lI'activité SOD et I'activité catalase au cours de
I’infection a S.aureus. Les pourcentages de la nécrose ont été mesurés par spectrophotométrie en
déterminant les niveaux du relachement de LDH. Les activités de catalase et de SOD ont été mesurées par
spectrophotométrie, et sont considérées comme des biomarqueurs de la signalisation redox protectrice
cellulaire. Les valeurs sont présentées sous forme de la moyennez+ erreur standard de la moyenne. AscH2 :
acide ascorbique/Lthreo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-acide énoique-4-lactone, HUVECSs :cellules endothéliales
de la veine du cordon ombilical humaine, LDH : lactate déshydrogénase, SOD : Superoxyde dismutase, Sa-
/AscH2- : HUVEC non infectées par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa-/AscH2+: HUVEC non infectées par
S.aureus et traitées par AscH2, Sa+/AscH2-: HUVEC infectées par S.aureus et non traitées par AscH2,
Sa+/AscH2+ : HUVEC infectées par S.aureus et traitées par AscH2. Les astérisques (*) indiquent les différences
significatives entre les groupes cellulaires non infectés ou infectés utilisant Mann-Whitney U test (*p < 0,05). Les
cases noires (*) indiquent les différences significatives en comparant avec les Contréles (HUVEC non infectées

par S.aureus et non traitées par AscH2) par le test Mann-Whitney U (=p < 0,05). **KM : différences significatives
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mises en lumiére entre les quatre groupes selon le test de Kruskal-Wallis (p < 0,01).

2.2.4. Le traitement par la vitamine C/AscH2 induit une augmentation Iégére des concentrations
depCa* dans les HUVECs infectées par S.aureus

Nous avons montré (Figure 2.6) qu'il n’y a pas de différence significative dans les concentrations de
»Ca?* lors de la comparaison des cellules traitées par AscH2 avec celles non traitées, infectées ou non
infectées (pour toutes les comparaisons, p > 0,05). Cependant, les cellules infectées, traitées ou non
traitées a I'’AscH2 ont montré une diminution significative des concentrations de ,Ca2+ par rapport aux
cellules témoins non infectées et non traitées a 'AscH2 (p < 0,05). Enfin, le traitement par AscH2 a
provoqué une augmentation des niveaux de ,Ca2+ dans les HUVECs infectées, mais la différence n’a
pas atteint le seuil de significativité (p > 0,05). Pour toutes les comparaisons, p-value < 0,05 par le test
de Kruskal-Wallis.
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Figure2.6. Effet de I’AscH2 sur les niveaux de ,Ca®"au cours de I'infection a S.aureus. Les niveaux
de pCa?* ont été déterminés par méthode spectrophotométrique basée sur Arsenazo Ill (AS IllI-Ca? +). Les
valeurs sont présentées sous forme de moyenneterreur standard de la moyenne. AscH2: acide
ascorbique/Lthreo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-acide énoique-4-lactone, HUVECS :cellules endothéliales de la
veine du cordon ombilical humaine, bCa2+: ions calcium complexés/liés totaux, Sa-/AscH2- : HUVEC non
infectées par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa-/AscH2+: HUVEC non infectées par S.aureus et traitées
par AscH2, Sa+/AscH2-: HUVEC infectées par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa+/AscH2+ : HUVEC
infectées par S.aureus et traitées par AscH2. Les astérisques (*) indiquent les différences significatives entre les
groupes cellulaires non infectés ou infectés utilisant Mann-Whitney U test (*p < 0,05). Les cases noires (»)
indiquent les différences significatives en comparant avec les Contréles (HUVEC non infectées par S.aureus et
non traitées par AscH2) par le test Mann-Whitney U (=p < 0,05). *KM : différences significatives mises en lumiére

entre les quatre groupes selon le test de Kruskal-Wallis (p < 0,05).

2.2.5. Le traitement par la vitamine C/ AscH2 module 'augmentation des concentrations de

wcCHOL dans les HUVECs induite par infection a S.aureus
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La figure 2.7 montre que le traitement par AscH2 a induit une augmentation des concentrations de
CHOL dans les cellules non infectées par rapport aux cellules témoins non infectées et non traitées
et, inversement, il a induit une baisse significative des concentrations de CHOL dans les HUVECs
infectées, en comparant avec celles infectées et traitées. (Pour les deux comparaisons, p < 0,05). De
plus, les HUVECs infectées et traitées a 'AscH2 ou non traitées présentent des niveaux de CHOL
plus élevés que les cellules témoins non traitées a 'AscH2 et les cellules témoins non infectées (p <
0,05). Pour les comparaisons multiples par le test de Kruskal-Wallis, la valeur de p était inférieure a
0,01.
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Figure 2.7. Effet de ’AscH2 sur les niveaux de (cCHOL au cours de I’'infection a S.aureus. Les
niveaux de «CHOL ont été déterminés par spectrophotométrie comme des motifs activateurs de I'immunité
entrainée. Les valeurs sont présentées sous forme de moyennezerreur standard de la moyenne. AscH2: acide
ascorbique/Lthreo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-acide énoique- 4-lactone, HUVECS :cellules endothéliales de la
veine du cordon ombilical humaine, «CHOL : teneur cellulaire totale en cholestérol, Sa-/AscH2- : HUVEC non
infectées par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa-/AscH2+: HUVEC non infectées par S.aureus et traitées
par AscH2, Sa+/AscH2-: HUVEC infectées par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa+/AscH2+ : HUVEC
infectées par S.aureus et traitées par AscH2. Les astérisques (*) indiquent les différences significatives entre les
groupes cellulaires non infectés ou infectés utilisant le test de Mann-Whitney U (*p < 0,05). Les cases noires (*)
indiquent les différences significatives en comparant avec les Contréles (HUVEC non infectées par S.aureus et
non traitées par AscH2) par le test de Mann-Whitney U (=p < 0,05). **KM : différences significatives entre les

quatre groupes selon le test de Kruskal-Wallis (p < 0,01).

2.2.6. Le traitement par la vitamine C/AscH2 inverse I'effet de S.aureus sur I'augmentation des
niveaux d’iGLU dans les HUVECs
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Les résultats de la figure 2.8. montrent que les HUVECs non infectées et traitées par '’AscH2 ainsi
gue les HUVECSs infectées et non traitées présentent des niveaux significativement plus élevés d’iGLU
gue dans les cellules témoins non traitées et non infectées (p < 0,05 pour les deux comparaisons).
Toutefois, le traitement par AscH2 a entrainé une diminution des concentrations d'iGLU chez les
cellules infectées par S.aureus par rapport aux HUVECSs infectées non traitées ou aux HUVECs non
infectées non traitées (pour les deux comparaisons, p < 0,05). Pour toutes les comparaisons
effectuées par le test de Kruskal-Wallis, la valeur p était inférieure a 0,01.

2.2.7. Le traitement par la vitamine C/AscH2 diminue la croissance de S.aureus et augmente

I'internalisation bactérienne et la lyse intracellulaire par les HUVECs

Nous avons illustrés dans la figure 2.9 que le traitement par AscH2 a considérablement réduit la
croissance de S.aureus tandis qu'il a nettement augmenté linternalisation et la bactéricidie par les

HUVECs (pour toutes les comparaisons, p < 0,05 par le test de Mann-Whitney U).
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Figure2.8. Effet de I’AscH2 sur les niveaux de ;Glu au cours de l'infection a S.aureus. Les
concentrations d'iGLU sont mesurées par spectrophotométrie révélant la voie métabolique cellulaire. Les valeurs
sont présentées sous forme de moyennezerreur standard de la moyenne. AscH2: acide ascorbique/Lthreo-
2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-acideénoique-4lactone,HUVECSs:cellulesendothéliales de la veine du cordon
ombilical humaine, iGLU: glucose intracellulaire, Sa-/AscH2- : HUVEC non infectées par S.aureus et non traitées
par AscH2, Sa-/AscH2+: HUVEC non infectées par S.aureus et traitées par AscH2, Sa+/AscH2-: HUVEC
infectées par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa+/AscH2+ : HUVEC infectées par S.aureus et traitées par
AscH2. Les astérisques (*) indiquent les différences significatives entre les groupes cellulaires non infectés ou
infectés utilisant le test de Mann-Whitney U (*p < 0,05). Les cases noires (*) indiquent les différences
significatives en comparant avec les Contréles (HUVEC non infectées par S.aureus et non traitées par AscH2)
par le test de Mann-Whitney U (=p < 0,05). **KM : différences significatives entre tous les groupes par le test de

Kruskal-Wallis (p < 0,01).
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Figure 2.9. Effet de I’AscH2 sur la croissance bactérienne, I'internalisation et lalyse bactérienne
au cours de linfection a S.aureus. Aprés linfection des HUVECs par S.aureus a une MOI de 50, le
pourcentage d'internalisation bactérienne a été exprimé comme le pourcentage de diminution des bactéries
extracellulaires viables. L'activité bactéricide cellulaire a été déterminée selon la méthode de protection a la
gentamicine. Les valeurs sont présentées sous forme de moyennezerreur standard de la moyenne. AscH2:
acide ascorbique/Lthreo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-acide énoique-4-lactone, HUVECsS :cellules endothéliales
de la veine du cordon ombilical humaine, CFU: colony forming unit, MOI: multiplicité de l'infection, Sa-/AscH2- :
HUVEC non infectées par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa-/AscH2+: HUVEC non infectées par S.aureus
et traitées par AscH2, Sa+/AscH2-: HUVEC infectées par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa+/AscH2+ :
HUVEC infectées par S.aureus et traitées par AscH2. Les astérisques (*) indiquent les différences significatives
entre les groupes cellulaires non infectés ou infectés utilisant le test de Mann-Whitney U (*p < 0,05).

2.2.8. Le traitement par la vitamine C/AscH2 améliore I’activation du cycle cellulaire chez les

HUVECs infectées par S.aureus et non infectées

Les résultats de la figure 2.10 montrent que le traitement par AscH2 a augmenté de facon significative
I'activation du cycle cellulaire des HUVECs infectées et non infectées (Pour les deux comparaisons,
la valeur p était inférieure & 0,001). Pour les comparaisons multiples utilisant le test de Kruskal-Wallis,

la valeur p était inférieure a 0,01.

58



Chapitre 2. Le traitement a la vitamine C/L-Thréo acide ascorbique stimule la survie et le
fonctionnement des cellules endothéliales infectées par S. aureus, ainsi que la bactéricidie
intracellulaire, et immunomodule la sécrétion de I'lL-1B et I'lCAM-1 soluble

BrdU-based cell cycle activation (0D, )

**KW
| |
0,25 iy *%
0,2
0,15
0,1
0,05
0
voow W
9& e$ 9& 68‘
\4 W A\4 N\4

& & f P

Figure 2.10. Effet de I’AscH2 sur I’activation du cycle des HUVECs infectées par S.aureus.
L'activation du cycle cellulaire a été déterminée selon le test d'incorporation de BrdU. Les valeurs sont
présentées sous forme de moyennezerreur standard de la moyenne. AscH2: acide ascorbique/Lthreo-2,3,4,5,6-
pentahydroxyhex-2-acideénoique-4-lactone,HUVECSs:cellules endothéliales de la veine du cordon ombilical
humaine, BrdU: bromodeoxyuridine [5- bromo-2'-deoxyuridine]), Sa-/AscH2- : HUVEC non infectées par
S.aureus et non traitées par AscH2, Sa-/AscH2+: HUVEC non infectées par S.aureus et traitées par AscH2,
Sa+/AscH2-: HUVEC infectées par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa+/AscH2+ : HUVEC infectées par
S.aureus et traitées par AscH2. Les astérisques (*) indiquent les différences significatives entre les groupes
cellulaires non infectés ou infectés utilisant le test de Mann-Whitney U (**p < 0,01). Les cases noires (*) indiquent
les différences significatives en comparant avec les Contréles (HUVEC non infectées par S.aureus et non
traitées par AscH2) par le test de Mann-Whitney U (=p < 0,05). **KM : différences significatives entre tous les

groupes par le test de Kruskal-Wallis (p < 0,01).

2.2.9. Le traitement par la vitamine C/AscH2 a Iégérement influencé la production d’IL-6, mais

a induit une baisse de celle de I'lL-1B chez les HUVECSs infectées par S.aureus

Comme le montre la figure 2.11 aucun changement significatif n’a été observé dans les niveaux de
production d’IL-1B et d’IL-6 dans les HUVECSs traitées par AscH2, a I'exception de I'lL-13, comparant
entre les HUVECSs infectées par S.aureus et celles non infectées non traitées (Respectivement p >
0,05 et p < 0,05 par le test de Mann-Whitney U). Pour les comparaisons multiples effectuées par le

test Kruskal-Wallis, la valeur p était supérieure a 0,05 pour I'lL-1 et I'lL-6.
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Figure2.11. Effet de ’AscH2 sur la production I'lL-1B et I'lL-6 des HUVECs infectées par S.
aureus. La production d'IL-18 et I'lL-6 est déterminée par ELISA, Les valeurs sont présentées sous forme de
moyennezerreur standard de la moyenne. AscH2: acide ascorbique/Lthreo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-acide
énoique-4-lactone, HUVECs :cellules endothéliales de la veine du cordon ombilical humaine, IL: interleukin,
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, Sa-/AscH2- : HUVEC non infectées par S.aureus et non traitées
par AscH2, Sa-/AscH2+: HUVEC non infectées par S.aureus et traitées par AscH2, Sa+/AscH2-: HUVEC
infectées par S.aureus et non traitées par AscH2, Sa+/AscH2+ : HUVEC infectées par S.aureus et traitées par
AscH2. Les astérisques (*) indiquent les différences significatives entre les groupes cellulaires infectés utilisant
le test de Mann-Whitney U (*p < 0,05).

2.3. Discussion

Bien que traditionnellement considérées seulement comme une barriere passive recouvrant la paroi
interne des vaisseaux sanguins, les CEs sont actuellement définies comme des cellules
multifonctionnelles uniques qui remplissent plusieurs fonctions vitales basales et inductibles,
métaboliques et synthétiques. Elles assurent le contréle de I'homéostasie, du tonus vasomoteur, de la
vasculogenése et de l'angiogenése, ainsi que la régulation des réponses immunitaires et
inflammatoires (Michiels, 2003; Pober and Sessa, 2007; Sumpio et al., 2002). De plus, les CEs ont
récemment été considérées comme des cellules immunitaires innées accidentelles qui jouent un role
crucial dans les pathologies inflammatoires et immunitaires (Mai et al., 2013). La localisation privilégiée
des CEs dans l'interface entre le sang et les tissus adjacents (Michiels, 2003; Sumpio et al., 2002),
leur permet d’occuper une des premieres lignes de défense immunitaire innée. En effet, elles
patrouillent dans la circulation permettant ainsi de détecter les agents pathogéenes via des PRRs
appropriés, et elles orchestrent la réponse inflammatoire, par I'augmentation de I'expression des
cytokines proinflammatoires (Kofler et al., 2005) et des molécules d’adhésions leucocytaires, y compris
E-sélectine et ICAM-1, pour recruter des cellules phagocytaires professionnelles au foyer de l'infection.
Cependant, Il a été rapporté que les réponses proinflammatoires excessives des CEs augmentent le
stress oxydatif (Ince et al., 2016; Kofler et al., 2005; Zhang, 2008), ce qui conduit a leur apoptose et a

la diminution de l'activité eNOS (Ince et al., 2016; Kofler et al., 2005), causant, par conséquent, un
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dysfonctionnement endothélial (Gimbrone and Garcia-Cardefia, 2016) et participant a la progression
des maladies inflammatoires (Gimbrone and Garcia-Cardefia, 2016; Kofler et al., 2005). Par ailleurs,
une altération des fonctions immunitaires des CEs pourrait favoriser le trafic incontrolé des agents
infectieux, notamment l'invasion de bactéries pathogénes, qui conduisent a des conditions létales,
comme le sepsis et le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA). L'invasion par S. aureus est
due principalement a sa capacité a envahir et a survivre dans les cellules endothéliales, ce qui
contribue a sa propension a provoquer une infection endovasculaire persistante accompagnée d’une
destruction endothéliale (Lowy et al., 1988; Menzies and Kourteva, 1998). En outre, son adhésion a
'endothélium, est une étape primordiale de sa pathogénicité, vu qu’elle facilite sa dissémination a
travers la circulation sanguine ou lymphatique vers les différents tissus et qu’elle favorise I'évolution
d’une bactériémie vers un sepsis (P6himann-Dietze et al., 2000).

L'acide ascorbique, également connu sous le nom de vitamine C, est essentiellement connu pour ses
propriétés antioxydantes. Il représente un co-substrat important d'une multitude d'enzymes et régule
I'expression des génes en interagissant avec des facteurs de transcription indispensables. Il joue
également un r6le majeur dans la protection contre le stress au cours du processus inflammatoire et
immunitaire (Chambial et al., 2013; Sorice et al., 2014), en réduisant les ROS et les RNS. Il agit
également comme antimicrobien et participe au contrdle des infections et a I'immunité anti-infectieuse
en général (Hemila, 2017; Sorice et al., 2014).

Dans la présente étude, nous avons évalué les effets ex vivo immunomodulateurs de la vitamine
C/I'AscH2 sur le fonctionnement des HUVECSs primaires infectées par S. aureus en se basant sur son
réle principal dans limmunité en tant que molécule immunostimulatrice, anti-inflammatoire et

antibactérienne.

2.3.1. Effets de la vitamine C/AscH2 sur la production de NO et |'activité de l'arginase des

HUVECs au cours de l'infection a S. aureus

Le NO est un médiateur gazeux de signalisation cellulaire, qui joue un réle majeur en physiologie et
en physiopathologie. Cette molécule est produite a partir de I'acide aminé L-arginine par lI'enzyme
NOS. Le NO dérivé de I'endothélium, synthétisé principalement par NOS endothélial, contribue
particulierement a la régulation de l'angiogenése, au remodelage vasculaire et a la régulation de la
pression artérielle systémique, et inhibe I'adhésion leucocytaire et I'agrégation plaquettaire (Dimmeler
etal., 1999; Huang et al., 1995). En outre, les HUVECSs sont productrices de quantité assez importante
de NO, qui joue un réle important dans la défense antimicrobienne (Bogdan, 2001). Il a été démontré
gue les HUVECs expriment le deuxieme isoforme de NOS, NOS inductible (iNOS) (Cristina de Assis
et al., 2002),. Dans notre étude, nous avons observé que le traitement par AscH2 induisait une
augmentation de la production de NO par les HUVECs non infectées. Par ailleurs, une étude
antérieure menée sur le modéle HUVEC a démontré gqu'un traitement a I'AscH2 pendant 24 h a des

doses de 1 uM jusqu'a 1 mM pourrait prévenir le dysfonctionnement endothélial en stimulant la
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synthese adéquate du NO via la stabilisation chimique et 'augmentation de la durée de vie et la
concentration du tétrahydrobioptérine (BH4) intracellulaire, cofacteur clé de l'enzyme eNOS,
suggérant ainsi que la saturation des CEs par I'AscH2 est nécessaire pour fournir des conditions
optimales de la synthése cellulaire du NO en protégeant I'oxydation de BH4 sans pour autant affecter
I'expression de I'eNOS et la biodisponibilité de la L-arginine (Heller et al., 2001). Cependant, la quantité
du NO pourrait étre limitée dans certaines conditions par l'augmentation de l'activité de l'arginase,
sachant que la L-arginine pourrait également étre utilisée par une autre voie métabolique, dans
laquelle l'enzyme arginase catalyse la L-arginine en ornithine et urée. Par conséquent, une
augmentation de la voie de l'arginase est considérée comme un mécanisme essentiel de diminution
de la disponibilité de l'arginine, cette derniére étant considérée comme le substrat indispensable pour
le métabolisme de NO (Chicoine et al., 2004; Zhou et al., 2015). Deux isoformes distinctes de
I'arginase ont été identifiées : I'arginase |, qui est abondante et exprimée par les macrophages et les
hépatocytes, et I'arginase Il, qui est surtout exprimée dans les cellules rénales. Il est bien rapporté que
les deux isoformes de l'arginase sont présentes dans les CEs (Bachetti, 2004). De plus, certaines
études ont montré qu'il existe une relation entre la production de NO, l'activit¢ de l'arginase
endothéliale et le dysfonctionnement vasculaire (Loyaga-Rendon et al., 2005; Ming et al., 2004).

A notre connaissance, il s'agit de la premiére étude qui a évalué l'effet de I'AscH2 sur l'activité de
l'arginase et le NO dans les HUVECSs infectées par S. aureus. Nous avons observé que le traitement
par AscH2 a diminué la production de NO dans les HUVECSs infectées par S. aureus et qu'il a induit
une augmentation légere de l'activité de l'arginase dans les HUVECs infectées et non infectées par S.
aureus en comparaison avec leurs contréles non traitées. Nos résultats sont cohérents avec les
recherches antérieures montrant I'effet inhibiteur de la vitamine C sur I'expression de INOS dans les
CEs des muscles squelettiques de rats stimulées par I'endotoxine et I'lFN-y en agissant en tant
gu'antioxydant et en atténuant l'activation du facteur de régulation de l'interféron-1 (IRF-1) (Wu et al.,
2002). De plus, I'étude antérieure menée dans notre laboratoire par Aribi et collaborateurs sur des
macrophages péritonéaux co-cultivés avec S. aureus, a démontré que le sélénium, un autre
antioxydant, induisait une diminution significative de la production de NO et une augmentation
significative de l'activité de I'arginase (Aribi et al., 2015b). Aussi, la quantité produite de NO pourrait
étre affectée par S. aureus, sachant qu'il posséde la capacité de produire de l'arginase, ce qui pourrait
moduler le systéme immunitaire en consommant l'arginine de I'néte, et conduire par la suite a la
diminution des niveaux de NO (Lahiri et al., 2010). Cependant, dans notre étude, les niveaux de NO
et ceux de l'arginase ne semblent pas étre affectés par l'infection a S. aureus bien que des différences
mineures ont été détectées mais qui n'ont pas atteints le seuil de significativité. A cet égard, Il serait
opportun de réaliser des investigations in vitro pour étudier spécifiquement les activités enzymatiques

de NOS et celles de l'arginase et leurs affinités a la L-arginine dans le modéle HUVEC- S. aureus, et
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d'étudier le lien entre I'AscH2, le NO, I'eNOS, l'arginase et les cofacteurs indispensables tels que
Ca?*/calmoduline (CaM), et BH4.

2.3.2. Effet de la vitamine C/AscH2 sur la sécrétion de sICAM-1 et de sE-sélectine par les

HUVECSs au cours de I’infection a S. aureus

Les formes solubles des molécules d'adhésion, y compris la sICAM-1 et la sE-sélectine, sont
considérées comme des biomarqueurs puissants de l'inflammation et de I'activation de CEs (Koh and
Park, 2018; Pigott et al., 1992). Dans notre étude, les niveaux de sICAM-1 et de sE-sélectine étaient
élevés dans les HUVECs infectées par S. aureus, ce qui corrobore diverses études in vitro et in vivo
montrant que S. aureus pourrait induire I'expression de I'lCAM-1 et de I'E-sélectine (Nymo et al., 2016;
Woodfin et al., 2016). |l est bien admis que l'augmentation des molécules d’adhésion induit le
recrutement des leucocytes circulants y compris, les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) et les
monocytes, vers le foyer inflammatoire (Gerhardt and Ley, 2015; Lee et al., 2018), ainsi que leurs
adhésions aux CEs, au cours de la réaction inflammatoire aigué, leur permettant la transmigration et
le trafic a travers la paroi du vaisseau aprées leur roulement (Carlos and Harlan, 1994). Il a déja été
rapporté que les HUVECSs cultivées n'expriment pas I'E-sélectine a la surface cellulaire que lorsqu'elles
sont exposées a des cytokines inflammatoires, ce qui démontre que I'activation et la translocation de
NF-kB est une condition préalable a I'expression de E-sélectine et d'autres médiateurs pro-
inflammatoires (Schreiber et al., 2019). Par conséquent, nos résultats complétent des résultats
précédents qui rapportent l'augmentation des niveaux de cytokines pro-inflammatoires. Enfin,
contrairement aux études montrant que la supplémentation en vitamine C chez des sujets normaux
réduit les niveaux d'expression de ICAM-1 et de E-sélectine constitutifs et circulants (Hernofialdi et al.,
2013; Mikirova et al., 2016; Rayment et al., 2003), nos résultats ne semblent pas montrer d'effet
significatif du traitement par AscH2 sur le relachement de sICAM-1 et de sE-sélectine par les HUVECs.
La divergence de ces résultats pourrait étre due a la différence dans le type cellulaire, le modéle et la

conception de I'étude, de méme que les conditions expérimentales.

2.3.3. Effet de I'AscH2 sur la nécrose cellulaire et la protection cellulaire basée sur les

biomarqueurs de la signalisation redox chez les HUVECs au cours de l'infection a S. aureus

Le relachement des composants cytosoliques cellulaires, y compris I'enzyme LDH, qui est présente
dans la majorité des cellules de I'organisme, est considéré comme un marqueur clé des cellules
nécrotiques, révélant la perméabilisation de la membrane plasmique (Chan et al., 2013; Franke et al.,
2010). Nos résultats sont cohérents avec ceux montrant que l'infection par S. aureus peut entrainer la
mort de la cellule hdte, notamment les phagocytes professionnels et non professionnels tels que les
CEs (Giese et al., 2011; Haslinger-Loffler et al., 2005; Kobayashi et al., 2015). De plus, il a été rapporté
gue les antioxydants, comme la vitamine C, peuvent empécher l'induction de l'apoptose chez les CEs

humaines et d'autres cellules immunitaires (Haendeler et al., 1996; Perez-Cruz et al., 2003). Ainsi, il
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est connu que la vitamine C peut inhiber I'accumulation de ROS cellulaires (Zhong et al., 2017) grace
a son pouvoir antioxydant, ce qui concorde avec nos résultats qui ont mis en évidence l'induction de
I'activité redox protectrice cellulaire, via 'augmentation de l'activité de la SOD et de la catalase, bien
gue cette derniére n’était que légérement augmentée dans les HUVECs infectées par S. aureus et
traitées par AscH2. De plus, une étude menée sur les cellules souches mésenchymateuses a rapporté
l'effet de L- acide ascorbique sur linhibition de la sénescence via la régulation négative de la
production des ROS et la voie AKT ()/mTOR (Yang et al., 2018). Il serait donc de grand intérét de
vérifier si la protection des HUVECs par AscH2 est liée a son éventuelle inhibition de la voie de
mammalian target of rapamycin (mMTOR). Ce processus a été décrit dans la maladie des arteres
coronaires (Tarantino and Capone, 2013). Il est a noter que mTOR est une sérine/ thréonine kinase
qui existe dans deux complexes protéiques fonctionnellement distincts nommés la cible du complexe
de rapamycine chez les mammiferes 1 (NTORC1) et 2 (MTORC2). mTORCL1 régule la croissance et
le métabolisme des cellules, et mMTORC2 fonctionne principalement comme effecteur en aval de la
phosphorylation Akt (et kinases associés a I'Akt), lequel Akt agit comme régulateur du cytosquelette
d’actine et rétro régulateur négatif de mTORC1 (Kawata et al., 2018; Oh and Jacinto, 2011; Schreiber
et al., 2019). La protection des CEs dans de telles pathologies pourrait étre due a une inhibition
sélective de mMTORCL, entrainant I'activation de la signalisation de phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI3K)/Akt, qui entretient la survie et la prolifération des CEs (Tarantino and Capone, 2013), ainsi, elle

inhibait leurs apoptose (Wei et al., 2012).

2.3.4. Effet de la vitamine C/AscH2 sur les taux de bCa®" par les HUVECs au cours de l'infection

a S. aureus

Au niveau cellulaire, le cation bivalent de Calcium (Ca?*) joue un role important comme deuxiéme
messager (transduction du signal), pour assurer non seulement la transmission du signal
extracellulaire et son expression a lintérieur de la cellule mais également I'amplification et la
modulation du signal, ou son rétrocontréle chez les HUVECSs. Le Ca?* est ainsi le deuxi€me messager
omniprésent au niveau des CEs et est hotamment essentiel dans leurs fonctions physiologiques et
immunologiques (Filippini et al., 2019; Mumtaz et al., 2011). Il peut étre considéré comme un facteur
de signalisation important lors de l'internalisation de plusieurs pathogénes bactériens, dont S. aureus
(Asmat et al., 2014; Eichstaedt et al., 2009). Une augmentation du Ca?* libre peut activer un certain
nombre de voies de signalisation dans les conditions physiologiques et pathologiques (Dalal et al.,
2020). Les voies de signalisation et d'activation cellulaires dépendantes de Ca?*se produisent aprées
sa liaison avec la calmoduline (CaM) (Swulius and Waxham, 2008). Dans notre étude, nous avons
constaté que bCa?* a diminué dans les cellules infectées, traitées ou non traitées par AscH2. A noter,
l'infection a S. aureus induit une augmentation de la concentration d'ions calcium libres et sa libération
dans les CEs (Stelzner et al., 2020), les phagocytes professionnels, et les monocytes (Zheng et al.,

1992), ce qui entrainerait la mort cellulaire (Bhosale et al., 2015). Comme nous l'avons démontré par
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laugmentation de la cytotoxicité liée a la LDH, nos résultats suggérent que la plupart des ions
calciques sont sous forme libre dans les HUVECs infectées par S. aureus. En outre, nous avons
démontré que le traitement par AscH2 a augmenté le ,Ca?* dans les HUVECs infectées, parallelement
a la diminution de la nécrose cellulaire. Par conséquent, il est important de vérifier si les ions calcium
sous forme liée peuvent protéger ou non contre la mort des CEs et si le traitement a la vitamine C
pourrait étre 'une des approches thérapeutiques a explorer pour assurer '’lhoméostasie des ions

calciques intracellulaires dans les CEs humaines pendant l'infection par S. aureus.

2.3.5. Effet de la vitamine C/I'AscH2 sur les taux de cCHOL pendant I'infection des HUVECs a

S. aureus

Des études récentes ont indiqué que la teneur en cholestérol et son métabolisme intracellulaire dans
les cellules immunitaires sont considérés comme des facteurs déterminants, modulant I'immunité
innée et adaptative (Aguilar-Ballester et al., 2020). Dans notre étude, nous avons observé que
l'infection des HUVECSs par S. aureus induit une augmentation significative de la teneur en cholestérol
total. A ce sujet, il a été rapporté que les lipoprotéines de basse densité oxydées (oxLDL) et
l'augmentation du cholestérol induisent une mémoire immunitaire innée, un processus dans lequel les
cellules immunitaires innées myéloides et leurs progéniteurs interviennent dans I'épigénétique, le
remodelage de la chromatine et la reprogrammation fonctionnelle pour créer une réponse a un
stimulus précédemment reconnu, permettant une protection contre les infections hétérologues
(Aguilar-Ballester et al., 2020; Netea et al., 2020). De plus, lI'accumulation de cholestérol dans les
cellules immunitaires innées favorise l'activation de l'inflammasome et la signalisation des TLR, qui
boostent les réponses inflammatoires (Tall and Yvan-Charvet, 2015). Par conséquent, l'infection des
CEs humains par S. aureus pourrait étre un facteur d'activation important du processus de mémoire
de l'immunité innée "trained immunity". Enfin, nous avons remarqué que le traitement des HUVECs
avec AscH2 induisait une baisse significative du taux de cholestérol cellulaire total, mais qui reste
encore élevé par rapport aux cellules témoins. Il serait donc trés intéressant de démontrer si le
traitement a la vitamine C pourrait agir comme un modulateur modéré de toute modification

épigénétique dans les CEs au cours d'une infection a S. aureus.

2.3.6. Effet de la vitamine C/AscH2 sur les taux d'iGLU au cours de l'infection des HUVECs par
S. aureus

L'iGLU est synthétisé de diverses manieres, notamment a travers la néoglucogenése a partir des
substrats non sucrés, tels que le pyruvate, le lactate et les acides aminés glucoformateurs, ou la
glycogénolyse. Il est consommé principalement par la glycolyse, la voie des pentoses-phosphates ou
par la synthése du glycogéne (la glycogénogenése). Son métabolisme constitue une source d'énergie
chez tous les types de cellules. Dans les cellules immunitaires, la reprogrammation métabolique grace
a l'utilisation de la glycolyse et de lI'oxydation des acides gras leur permet de s'activer et de s'engager
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dans une croissance et une prolifération robuste pour générer des cellules effectrices capables de
développer des réponses immunitaires efficaces. Le métabolisme glucidique pourrait donc étre ciblé
par des approches immunothérapeutiques afin de lutter contre les infections intracellulaires, telles que
les infections virales, ainsi que pour améliorer l'efficacité des vaccins (Shehata et al., 2017). Sur la
base de nos résultats qui montrent une augmentation de I'"GLU dans les HUVECSs infectées, nous
pouvons déduire que pendant l'infection & S. aureus, les CEs peuvent développer des stratégies
immunomeétaboliques pour contrecarrer linfection, notamment en augmentant leurs niveaux de
glucose en tant que substrat énergétique nécessaire a leurs activités immunitaires. Néanmoins, le
glucose pourrait étre une arme a double tranchant, sachant que S. aureus peut utiliser le glucose pour
se développer dans des conditions non respiratoires imposées par le systeme immunitaire telles que
I'anaérobiose, la production du NO et la chélation des ions ferriques, I'hypoxie suite & la consommation
rapide de l'oxygéne par les cellules immunitaires etc (Vitko et al., 2016). Ces résultats devraient ouvrir
la voie a une étude mécanistique de cause a effet pour savoir si I'augmentation des niveaux d'iGLU
est le résultat d'une rétroaction négative (un feedback négatif) pour contrecarer l'infection a S.aureus-
tout en augmentant la source d'énergie pour les HUVECs et S. aureus-ou, inversement, S. aureus
pourrait synthétiser I"GLU en utilisant la machinerie enzymatique et les substrats nécessaires de la
cellule héte en agissant comme un parasite. D'autre part, nous avons observé que le traitement par
AscH2 a induit une augmentation de I'iGLU dans les HUVECSs non infectées, en revanche, il a diminué
I"GLU dans les HUVECSs infectées. Branch et ses collaborateurs ont rapporté que la supplémentation
par la vitamine C a forte concentration peut augmenter les niveaux de glucose plasmatique (Branch,
1999). De plus, en raison de la similitude de la structure (Dakhale et al., 2011), elle peut interférer
avec la mesure de la concentration de glucose. Cependant, la diminution des taux d'iGLU chez les
cellules infectées pourrait étre le résultat de I'effet stimulateur I'AscH2 de la consommation de glucose
principalement par les HUVECSs, étant donné que la croissance de S. aureus était diminuée dans ces

conditions.

2.3.7. Effet de la vitamine C/AscH2 sur la croissance de S. aureus, son internalisation et sa lyse
par les HUVECs

S. aureus a été considéré traditionnellement comme un germe extracellulaire mais de nombreuses
études ont montré son habilité a échapper a des cellules phagocytaires professionnelles telles que les
neutrophiles (Kubica et al., 2008) et des cellules non professionnelles comme les fibroblastes, les
cellules mésenchymateuses, les cellules épithéliales et endothéliales (Oviedo-Boyso et al., 2008;
Seeberg et al., 2019). Cette position intracellulaire contribue au maintien de l'infection et protége la
bactérie contre les réponses immunitaires et l'antibiothérapie, ce qui favorise la persistance et la
propagation de l'infection. Plusieurs mécanismes moléculaires sont impliqués dans l'internalisation de
S. aureus par les cellules hétes. La liaison de la protéine de surface fibronectin binding protein (Fbp)

aux intégrines joue un réle important ainsi que la polymérisation du cytosquelette d’actine. Plus
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récemment, 'implication de la voie de signalisation PI3K a été démontrée. Le site de liaison de PI3K
fait suite a l'autophosphorylation de la Focal adhesion kinase (FAK), induite par S. aureus.
L’internalisation implique également la translocation nucléaire de NF-kB induite par TNFa (Oviedo-
Boyso et al., 2011). Les cellules endothéliales, douées d’activité phagocytaire non professionnelle
constituent une voie privilégiée pour la dissémination de S. aureus (Hamill et al., 1986; Oviedo-Boyso
et al., 2011; Rollin et al., 2017). Les bactéries internalisées résident dans des vacuoles endosomales
ou sont détournées de la voie endosomale vers des autophagosomes. Les multiples facteurs de
virulence exprimés leur permettent de s’échapper dans le cytoplasme et éventuellement de tuer la
cellule héte en induisant son apoptose (Kubica et al., 2008). La persistance de S. aureus dans les
phagocytes non professionnels, contrairement aux macrophages, dépend de I'expression du locus agr
(the quorum-sensing accessory gene regulator) et du facteur alternatif sigma et est favorisée par la
production de l'alpha toxine. Elle se distingue par l'induction de 'apoptose de la cellule héte (Bayles
etal., 1998; Painter et al., 2014). La vitamine C exerce de multiples effets sur les cellules endothéliales
mais ses effets sur leur capacité a internaliser des bactéries ou a exercer des effets bactéricides ou
bactériostatiques sont inconnus. Nos résultats ont démontré que le traitement a la vitamine C diminue
la croissance de S. aureus et augmente a la fois l'internalisation / phagocytose et la capacité
bactéricide. L'effet de la vitamine C sur l'activité¢ phagocytaire cellulaire a été étudié pour les
neutrophiles et les leucocytes (McCall et al., 1971; Shilotri and Bhat, 1977) (McCall et al., 1971; Shilotri
and Bhat, 1977). De plus, Il a été rapporté que la vitamine C s'accumule dans les cellules
phagocytaires et peut améliorer la chimiotaxie, la phagocytose, la génération de ROS et qu’elle

augmente la destruction microbienne (Carr and Maggini, 2017).

L’activité bactéricide de la vitamine C a fait I'objet de nombreux travaux (Sagripanti et al., 1997; Zhang
et al., 1997). Elle est surtout connue pour les bactéries intracellulaires comme le Mycobacterium
tuberculosis contre lequel la vitamine C exerce une forte activité bactéricide in vitro seule et dans les
macrophages (Vilcheze et al., 2013; Wang et al., 2012). Les activités antimicrobiennes de la vitamine
C, en particulier sous forme de DHA, ont été démontrées également sur des virus, y compris le virus
de I'nerpés simplex de type 1, le poliovirus de type 1 et le virus de la grippe de type A, et des parasites
tels que le Trypanosome cruzi et Plasmodium yoelii 17XL (Mousavi et al., 2019). Dans notre étude, la
vitamine C a montré un effet inhibiteur trés significatif sur la croissance de S. aureus. Ceci va dans le
sens des travaux de Kallio et al. qui ont montré pour la premiére fois en 2012 que la vitamine C seule
inhibait la croissance de S. aureus. Ce travail avait démontré I'effet bactéricide de la vitamine C sur S.
aureus indépendamment des cellules immunitaires. Une autre étude avait montré que la vitamine C a
la dose de 100 uM inhibait la réplication bactérienne dans les cellules endothéliales des micro
vaisseaux du muscle squelettique de rats présentant une infection provoquée par ligature caecale et

perforation (Armour et al., 2001).

67



Chapitre 2. Le traitement a la vitamine C/L-Thréo acide ascorbique stimule la survie et le
fonctionnement des cellules endothéliales infectées par S. aureus, ainsi que la bactéricidie
intracellulaire, et immunomodule la sécrétion de I'lL-1B et I'lCAM-1 soluble

L’effet inhibiteur de la croissance intracellulaire par la vitamine C peut s’expliquer soit par le fait que le
métabolisme de la vitamine C en présence d’oxygéne expose la bactérie au stress oxydatif (Kallio et
al., 2012; Li, 2016) ou bien par la production d’acide acétique et de lactate a partir de la vitamine C
(Kallio et al., 2012). Ce mécanisme pourrait également s’appliquer a I'effet intracellulaire exercé par la
vitamine C. Cependant, les effets de la vitamine C sur les HUVECs infectées par S. aureus doivent
encore étre explorées et des travaux supplémentaires sont nécessaires pour mieux préciser ce
mécanisme au niveau moléculaire en caractérisant , d'une part, I'effet de la vitamine C sur I'expression
du gene agr par S.aureus, lors du processus phagocytaire (adhésion, internalisation et bactéricidie)
par les HUVECs, sachant que Agr est un systéme trés impliquée dans l'expression de facteurs de
virulence et le développement des infections invasives a S.aureus (Painter et al., 2014), et d'autres
part, étudier l'effet de la vitamine C sur I'expression des voies de signalisation PI3K-Akt et NF-kB au

cours de I'adhésion de S.aureus et son internalisation par les HUVECSs.

2.3.8. Effet de la vitamine C/AscH2 sur I'activation du cycle cellulaire des HUVECs au cours de

I'infection a S. aureus

Notre travail a montré pour la premiére fois I'effet de I'AscH2 sur la croissance et la survie des HUVECs
lors d'une infection a S. aureus. Ici, nous avons démontré que le traitement par AscH2 active le cycle
cellulaire, soit en présence ou en absence de S. aureus. Ce processus pourrait étre lié a la capacité
de la vitamine C a augmenter la synthése du collagéne de type IV (May and Harrison, 2013), mais
aussi a l'activation de la voie de signalisation ERK1/2 (Ulrich-Merzenich et al., 2007).De plus, la
protection et la régénération des HUVECs peuvent étre expliqués par un effet inhibiteur de I'AscH2

sur la voie mTOR comme cité ci-dessus.

2.3.9. Effets de la vitamine C/AscH2 sur la production d'IL-1B et d'IL-6 par les HUVECs au cours

de l'infection a S. aureus

La réponse inflammatoire contre les infections est caractérisée par la sécrétion d'une large gamme de
cytokines proinflammatoires, comme I'lL-13 et I'IL-6, et les protéines de la phase aigué (APP) (Slaats
et al., 2016) , notamment la protéine C-réactive (CRP), la protéine sérigue amyloide A (SAA), le
fibrinogéne et I'hepcidine dans les hépatocytes, alors gu'il inhibe la production de l'albumine (Tanaka
et al., 2014).

L'IL-1B est une cytokine typique produite par les macrophages et les monocytes, mais elle peut
également étre exprimée dans d'autres types de cellules, comme les cellules dendritiques, les
neutrophiles, les mastocytes, les cellules épithéliales et les CEs. L'IL-1B intervient dans l'infiltration
tissulaire des cellules inflammatoires et immunocompétentes en augmentant l'expression des
chimiokines et de ICAM-1 par les CEs (Sims and Smith, 2010).

L'IL-6 est une cytokine pléiotrope généralement produite en réponse a des infections et des Iésions
tissulaires (Dinarello, 2009). La transduction de la voie de signalisation de I'lL-6 augmente 'expression
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des molécules d'adhésion des leucocytes endothéliales, y compris la molécule d'adhésion vasculaires
1 (VCAM-1 / CD106) et ICAM-1/CD54 et induit en outre I'accumulation des leucocytes (Hurst et al.,
2001; Kaplanski et al., 2003). Il est bien connu que la production de cytokines par les CEs humaines
représente l'un des premiers évenements déclenchés par une infection. Lors des réponses
inflammatoires aigués, la production cellulaire de plusieurs cytokines proinflammatoires est
augmentée, en particulier, I'lL-1B et I'IL-6, qui sont des biomarqueurs puissants de la réponse
inflammatoire aigué et sévere aux infections bactériennes (Slaats et al., 2016). Nos résultats
confirment ceux démontrant que l'internalisation de S. aureus par les HUVECSs induisait I'expression
de I'lL-6 (Yao et al., 1995), mais n'ont montré aucun effet sur la production de I'lL-1B (Strindhall et al.,
2005). Dans notre étude, cependant, la différence les niveaux d'IL-6 étaient légerement différents par
rapport aux HUVECSs non infectés, ce qui mérite des études complémentaires, investiguant la voie de
signalisation et de la maturation de la caspase-1.

IL-1 B et IL-6 ont des effets locaux et systémiques qui peuvent contribuer par la suite aux Iésions
tissulaires délétéres et a la progression des maladies inflammatoires, causant ainsi un
dysfonctionnement endothélial et peuvent finalement favoriser une inflammation permanente
pathologique caractérisant le développement du sepsis (Molloy et al., 1993; Tarantino et al., 2020).
La surproduction d'IL-6 induit I'expression excessive du VEGF, responsable du déséquilibre de la
perméabilité vasculaire et de I'angiogénése (Tanaka et al., 2014). De plus, la surexpression d'IL-13
est principalement impliquée dans les changements physiopathologies cellulaires (Dinarello, 1996;
Ren and Torres, 2009) au cours des inflammation systémique et du choc septique ,tels que,
l'augmentation de la perméabilité vasculaire, I'activation du profil procoagulant et prothrombotique de
I'endothélium et I'expression excessive de la sécrétion des molécules d'adhésion (Bevilacqua et al.,
1985; Kaneko et al., 2019), ce qui a pour conséquence linfiltration massive des neutrophiles.
Néanmoins, I'immunomodulation de IL1-B et IL-6 peut jouer un rble central dans le contrble des
infections bactériennes et de I'exacerbation du processus inflammatoire. Dans ce contexte, nos
résultats ont illustré l'effet de I'AscH2 sur la diminution de la production d'IL-1B et d'IL-6 dans les
HUVECSs infectées par S. aureus et qui sont en accord avec les données rapportant que le traitement
a la vitamine C réduit la production intracytoplasmique de cytokines proinflammatoires (Hartel et al.,
2004). Des études supplémentaires sont nécessaires pour €lucider la relation de cause a effet entre
le traitement & la vitamine C, l'activation de la caspase-1 dépendante de l'inflammasome NLRP3
(nucleotide-binding domain, leucine-rich repeat (NLR) family pyrin domain containing 3), et le facteur
NF-kB dans les CEs pendant l'infection par S. aureus, en particulier dans la physiopathologie du
sepsis.

A noter que, dans la CE, la voie mTOR est étroitement liée a la voie de signalisation protectrice
(PISK)/Akt, qui est fortement activée par les facteurs de croissance, les cytokines et les TLRs

(Pourrajab et al., 2015; Weichhart et al., 2015), afin d'assurer l'intégrité et les fonctions cellulaires
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fonctionnement des cellules endothéliales infectées par S. aureus, ainsi que la bactéricidie
intracellulaire, et immunomodule la sécrétion de I'lL-1B et I'lCAM-1 soluble

(Contreras et al., 2008), dont l'activité eNOS, la survie cellulaire, la prolifération et I'expression de la
voie NF-kB. De plus, une étude originale a rapporté que le dysfonctionnement endothélial qui est da
principalement & une anomalie dans l'activité eNOS et une réponse proinflammatoire excessive via
une surproduction d'IL1-B et IL-6 est le résultat de l'inhibition de la voie PI3K/Akt/mTOR (Duan et al.,
2014), qui est la cible dans le traitement des maladies cardiovasculaires (Kaur and Sharma, 2017,
Tarantino and Capone, 2013), dans le présent travail, qui avait comme objectif d’étudier I'effet de la
vitamine C/I'AscH2 sur le fonctionnement des HUVECSs au cours de l'infection & S.aureus, nous avons
évalué les marqueurs physiopathologiques des CEs, y compris, la production du NO, et I'expression
de lactivité de larginase. Nous avons également déterminé la sécrétion des médiateurs
proinflammatoires tels que l'expression de molécules d'adhésion (sICAM-1, sE-sélectine), et
I'expression de cytokines proinflammatoires (IL1-f et IL-6) et investigué la voie métabolique cellulaire
dépendante de ['GLU, limmunométabolisme cellulaire du «CHOL et l'activation éventuelle de
immunité mémoire et I'activation cellulaire Ca?* dépendante. Enfin, l'activité bactéricide cellulaire qui
consiste a l'internalisation et la lyse bactérienne, et notamment le nécrose et le cycle cellulaire des
CEs et leurs survie durant l'infection a S.aureus ont été évaluées, donc, il serait de grand intérét
d'investiguer la voie mTOR/PI3K-Akt dans notre modéle d'étude.

Notre travail ouvre la voie a de nouveaux questionnements tels que I'étude des effets mécanistiques
du traitement par I'AscH2 sur d’autres interleukines ou facteurs de croissance hématopoiétiques, dont,
le facteur de croissance des cellules souches béta (SCGF-B), une protéine nouvellement identifiée et
un membre de la superfamille de lectine de type C, qui fonctionne comme un facteur de croissance
pour les cellules progénitrices hématopoiétiques primitives (Sukowati et al., 2018). SCGF est impliqué
dans des conditions inflammatoires, comme l'inflammation associée a I'obésité et a un role
immunomodulateur sur la commutation phénotypique cellulaire, en fonction de sa combinaison avec
différents facteurs de croissance (Tarantino et al., 2020). Il faudrait également rechercher si SCGF-3
peut avoir un effet ex vivo sur I'immunomodulation des médiateurs inflammatoires en agissant sur la
polarisation des progéniteurs de cellules immunitaires circulantes, co-cultivées avec les HUVECs

traitées par AscH2 et infectées par S. aureus.
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CHAPITRE 3

3. Conclusions et perspectives

La pathogenése de S. aureus est principalement due a sa capacité a survivre et a persister a
I'intérieur des cellules infectées grace a I'expression des facteurs de virulences appropriés, qui
lui permet ainsi d’'induire la mort cellulaire d’'une variété de cellules hétes, y compris les CEs.
Le dysfonctionnement des CEs causé par linfection a S. aureus peut entrainer la
dissémination bactérienne dans les tissus et les organes, ce qui favorise le développement
des infections chroniques persistantes. Les CEs non contrélées se comportent donc comme
un veéhicule pour l'invasion des pathogénes. Le danger de l'infection a S. aureus est bien la
progression de l'infection d'une bactériémie vers un sepsis et le choc septique dans les cas
extrémes. D’un point de vue thérapeutique, la supplémentation en vitamine C a été largement
proposée comme traitement adjuvant dans les maladies inflammatoires associées au
dysfonctionnement endothélial. En outre, la vitamine C, antioxydant puissant, exerce de
multiples effets sur les cellules endothéliales et améliore leurs fonctions physiologiques.
Cependant, l'effet de la vitamine C/AscH2 sur la réponse immunitaire et inflammatoire des
cellules endothéliales reste inexploitable. Dans notre étude, nous avons pu démontrer pour
que le traitement a la vitamine C (AscH2/L-Thréo acide ascorbique) pourrait favoriser la survie
et améliorer les fonctions des CEs humaines, et prévenir I'exacerbation de la réponse
inflammatoire, tout en induisant son activité bactéricide au cours de l'infection a S. aureus.
Notre travail rapporte pour la premiére fois les effets de la vitamine C sur la réponse
immunitaire/inflammatoire des CEs primaires durant l'infection a S. aureus, en démontrant en
particulier que le traitement par la vitamine C/AscH?2 :

v induit une régulation négative de la production du NO, contrairement, a I'activité arginase,
sur laquelle la vitamine C induit une légére augmentation,

v pourrait exercer un effet préventif sur le dysfonctionnement des cellules endothéliales,
grace a son pouvoir inhibiteur de la nécrose des CEs, et sa capacité stimulatrice de la
voie redox protectrice cellulaire au cours de l'infection,

v/ pourrait réduire la propagation de l'infection a S. aureus et atténuer I'exacerbation de
l'inflammation, responsable du développement d'une bactériémie ou d’un sepsis en
augmentant la capacité bactéricide des CEs,

v favorise la survie des CEs en induisant la réparation cellulaire endothéliale et en stimulant
I'activation du cycle cellulaire,

v/ augmente massivement le bCa2+,

v/ pourrait contre-réguler la voie de signalisation cellulaire énergétique cellulaire

dépendante du glucose induite lors de l'infection,
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v aun effet modulateur sur le métabolisme du CHOL, un activateur potentiel de la mémoire
immunitaire innée,

v’ pourrait contre-réguler la sécrétion de la sICAM-1 induite lors de l'infection a S.aureus,

v régule négativement la production I'lL-B par les CEs,
Nos résultats nous permettent de conclure que la vitamine C/AscH2 exerce des effets divers
sur les activités fonctionnelles immunitaires/inflammatoires de la CE au cours de l'infection, en
jouant un réle protecteur sur le dysfonctionnement endothélial sans pour autant contre réguler
l'infection. La vitamine C agit ainsi comme une molécule immunomodulatrice par excellence
de la réponse immunitaire/inflammatoire de la CE au cours de l'infection a S. aureus. En
augmentant l'activité bactéricide de la CE, le vecteur principal de propagation de l'infection, la
vitamine C/AscH2 pourrait participer au contréle de la progression de l'infection localisée vers

un sepsis ou un choc septique.

Cependant, pour mieux comprendre l'effet de la vitamine C sur les infections invasives a
S.aureus, le sepsis et le choc toxique, il est indispensable d'étudier l'infection a I'échelle
tissulaire ou d’'un organe afin d’analyser les caractéristiques du sepsis (inflammation
systémique et facteurs de l'exacerbation inflammatoire) et celles du choc toxique (la pression
artérielle, et les facteurs impliquées dans la vasodilation et la perméabilité vasculaire). Le
modele murin offrirait certainement cette opportunité, en permettant de mieux comprendre le
réle protecteur de la vitamine C contre les effets délétéres de l'infection a S. aureus sur les

tissus et la défaillance d'organe.

Notre travail mérite d’étre suivi par d’autres études qui auront pour objectifs :

0] La détermination des affinités respectives pour la L-arginine de NOS au sein des CE
et de l'arginase au niveau des CEs et de S.aureus,

(i) L’étude de la relation de cause a effet entre la vitamine C et le Ca?* sous forme liée
et la survie des CE pendant l'infection a S.aureus,

(iii) L'étude de l'effet de S. aureus sur 'immunité innée mémoire (trained immunity) et
I'action de la vitamine C sur la modulation de la modification épigénétique dans les
CE infectées par S. aureus,

(iv) L'étude des voies métaboliques énergétiques des CEs dans le contexte de 'immunité
contre l'infection a S.aureus. A cet égard, il serait opportun de conduire une étude
mécanistique de cause a effet afin de déterminer si l'augmentation des niveaux
d'iGLU est le résultat d'un feedback négatif pour contrecarrer l'infection a S.aureus
tout en augmentant la source d'énergie pour les HUVECs et S. aureus, ou
inversement. S. aureus pourrait donc a contrario synthétiser I'NGLU en utilisant la
machinerie enzymatique et les substrats nécessaires de la cellule héte en agissant

comme un parasite.
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(V) L'étude de l'effet de la vitamine C sur l'expression du géne agr par S. aureus, lors du
processus phagocytaire par les CEs.

Nos résultats soulévent aussi d’autres interrogations. En effet, il serait intéressant, a travers
d’autres études de comprendre les mécanismes moléculaires qui préludent aux effets de
I'AscH2 et son efficacité sur la réponse immunitaire/inflammatoire des CEs a [linfection
staphylococcique, dont la voie des PI3K/Akt/mTOR, la voie NF-kB et I'activation de la caspase-
1 dépendante de l'inflammasome NLRP3.

Ainsi, cette étude ouvre un nouveau volet de perspective sur la caractérisation de l'interaction
leucocytes-endothélium dans la physiopathologie des maladies inflammatoires et infectieuses
visant la transmigration des cellules immunitaires, y compris les PMNSs, sur l'endothélium
vasculaire lors de linflammation, donc il est souhaitable d'étudier le phénoméne de la
diapédese (l'infiltration leucocytaire au foyer inflammatoire), aussi, Il est intéressant d'étudier
la nétose de neutrophiles et son implication dans la physiopathologie des maladies

inflammatoires et infectieuses.
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Materials and methods: The ex vivo effects of AscH2 were performed on primary human umbilical vein endothelial
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1. Introduction

Staphylococcus aureus (S. aureus) is an ubiquitous opportunistic
invasive pathogen, which causes a range types of hospital and commu-
nity infections [1-4]. S. aureus can survive, proliferate and induce cell
death within a variety of both professional and nonprofessional
phagocytes, including ECs [5-8].

ECs are highly plastic and heterogeneous cells of innate immunity
that modulate the immune and inflammatory responses, besides their
physiological functions [9-11]. In fact, ECs may interact with patho-
gens, leading to the secretion of proinflammatory cytokines, such as IL-
1B and IL-6 [12], and the expression of adhesion molecules, like E-
selectin (CD62E) and ICAM-1 (CD54). Nevertheless, several studies have
reported that uncontrolled ECs are involved in the progression of in-
flammatory diseases and sepsis [12,13], as well as in the pathogenesis of
many types of human infections, in particular S. aureus bloodstream
infections [14,15]. So, ECs may serve as a vehicle for the pathogen in-
vasion and dissemination into organ tissues, leading to persistent
chronic infections, known to be associated with EC dysfunction. Such a
process is a result of dominant and persistent expression of proin-
flammatory cytokines by uncontrolled activation of EC or their impaired
expression of regulatory/anti-inflammatory cytokines [16], and endo-
thelial NO synthase (eNOS) uncoupling, which results in dysfunction in
antibacterial host defense mediated by EC’s NO production [17].

Many recent therapeutic strategies have been target ECs dysfunction
in order to prevent the progression of sepsis in its early stages
[10,16,18,19]. Hence, clinical trials on AscH2 administration have been
widely recommended to undertaken as an adjunct therapy in sepsis
[18,20].

AscH2 is an essential water-soluble micronutrient that is endoge-
nously synthesized by most mammalians in the liver, whereas humans
and other primates lack the enzyme gulonolactone oxidase necessary for
ascorbate biosynthesis and rely on their dietary diet as exogenous source
for vitamin C [21,22]. Both forms of vitamine C, AscH2 (reduced form)
and dehydroascorbic acid (DHAA, oxidized form) [23], are transported
to ECs by their own transporter. So ascorbate monoanion/AscH" enters
EC mainly through sodium-dependent vitamin C transporter 2 (SVCT2),
while DHAA is taken up through facilitative glucose transporters
(GLUT), and then rapidly reduced to ascorbate in the cell [24].

AscH2 has been reported to be primarily involved in immune pro-
tection against chronic inflammation, whereby it plays an immunosti-
mulant, anti-inflammatory and antibacterial roles [20]. Additionally,
vitamin C deficiency has been shown to impair immunity and exacerbate
inflammation, as well as to increase the risk of several diseases devel-
opment and higher susceptibility to infections [25,26].

On the basis of the aforementioned findings, we have evaluated the
ex vivo effect of AscH2 on the immune functional activities of primary
HUVECs co-cultured with S. aureus.

2. Materials and methods
2.1. Study design

This study shows the ex vivo effects of AscH2 on primary human ECs,
using HUVEC model, infected or not with S. aureus. Assays were per-
formed on isolated cells, cell culture supernatants and whole cell lysates.

The effect of AscH2 treatment on the levels of NO production, lactate
dehydrogenase (LDH) leakage (LDH-based cytotoxicity/cell necrosis),
IL-1p and IL-6, as well as the expression of sSICAM-1 and sE-selectin were
carried out on cell culture supernatants, while that on arginase activity,
cell protective redox activity (catalase and SOD activities), total bound/
complexed calcium ions (pCa?"), («cCHOL and ;Glu were determined on
cell lysates. Bromodeoxyuridine [5-bromo-2'-deoxyuridine] (BrdU) cell
cycle activation assay was performed on adherent HUVECs infected or
not with S. aureus. Bacterial growth, internalization and killing assays
were performed on AscH2 treated- or untreated-HUVEGs, cultured with
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S. aureus. Each experiment was repeated at least three times. The
rationale and study design are summarized in Fig. 1.

2.2. Ethics statement and samples collection

Informed and written consents for umbilical cords collection were
obtained from healthy women receiving care at Obstetrics Unit of
Tlemcen Specialized Mother & Child Hospital Establishment (Etablisse-
ment Hospitalier Spécialisé [EHS] Mere-Enfant). To reduce biases, exclu-
sion criteria were mainly smoking, ischemia, vascular occlusion disease,
peripheral artery disease, cardiovascular diseases, hypertension,
obesity, pregestational or gestational diabetes, pre-eclampsia, metabolic
diseases, infection, inflammation, autoimmune diseases, complicated
pregnancies, and traumatized cords. Inclusion criteria were mainly
informed and written consent, similar age-range (25-35 aged years) and
cord of full-term labor. Cords were collected aseptically soon after birth
and preserved in sterile transport buffer at 4 °C until processing.

2.3. ECs preparation, infection and treatment

Briefly, ECs were isolated from umbilical cord vein by collagenase
digestion, cultivated until reaching confluence, and passaged with
trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) to the fourth passage,
and then HUVECs were infected or not with S. aureus, and treated with 1
mM AscH2 for 24 h.

2.3.1. HUVEC isolation and cultivation

HUVECs were isolated from freshly obtained human umbilical cords
by collagenase digestion of the interior of the umbilical vein as previ-
ously described [27] with some modifications. Briefly, excess blood was
eliminated and sections of umbilical cord were cut at both ends with a
sterile scalpel. A 21G needle was cannulated and clamped at one end of
the cord vein, which was then perfused with Hank’s balanced salt so-
lution (HBSS) (Sigma Chemical Co., St, Louis, USA) using a 20 cc
syringue for washout red blood cells. After further washing, collagenase
solution (0.1% w/v in HBSS, Gibco) was then injected into the vein with
moderate pressure using 10 cc syringue. The filled cord was reclamped
in either ends with sterile clamps, and then gently squeezed to facilitate
ECs detachment. The clamped cord containing the collagenase solution
was incubated in Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS, Sigma
Chemical Co., St, Louis, USA) at 37 °C water bath for 15 min. After in-
cubation, the collagenase solution containing ECs was flushed from the
vein by perfusing 20 mL of HBSS. Effluent was then collected in a sterile
50 mL tube containing 10 mL of Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) with 2 mM L-glutamine (Sigma Chemical Co., St, Louis, USA)
[28] supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS, Sigma Chemical
Co., St, Louis, USA), 100 Ul/mL Penicillin (Sigma) and 100 pg/mL
Streptomycin (Sigma) [29,30]. After centrifugation at 250g for 10 min
[31], the supernatant was discarded and the pellet was washed twice
and then resuspended in 5 mL of fresh culture medium. ECs were then
incubated in a T25 cell culture flask (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA), coated with gelatin 1% (Sigma), at 37 °C in a humidified atmo-
sphere containing 5% CO5 [30]. Culture medium was replaced after 24 h
to remove non-adherent cells, and then every two days until achieving
approximately 80-90% of confluence as verified by inverted microscopy
[29,30] (Supplementary Material 1). After reaching confluence,
HUVECs were subcultivated at a split ratio 1:3 using 0.05%
trypsin-0.02% EDTA detachment method [30]. HUVECs were used on
the fourth passage for the experiments as described [32].The viability of
HUVECs was assessed using Trypan Blue Exclusion Test (TBET)
throughout all experiments [33].

2.3.2. Bacterial strain and growth conditions

S. aureus (American Type Culture Collection [ATCC] 25923) was
used as a reference strain in the current study. Bacterial cells were
inoculated from stocks into 10 mL brain heart infusion broth (BHIB)
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(Sigma), and grown overnight to exponential growth phase (logarithmic
phase) at 37 °C [34]. Thereafter, they were collected by centrifugation
(3000g, 10 min) at room temperature [35], washed twice with PBS, and
then resuspended in DMEM supplemented with L-glutamine (2 mM) and
20% FBS to the optical density (ODggo) of 1.0, which corresponds to
~10° colony forming units (CFUs) mL ! [36], as confirmed by bacterial
count.

2.3.3. HUVEC infection and AscH2 treatment

106 confluent HUVECs/well grown on gelatin-coated flat bottom 24-
well plate (Sigma) in DMEM supplemented with L-glutamine, 20% FBS
and Penicillin/Streptomycin (100 UI/mL, 100 pg/mL, respectively)
were gently washed three times with PBS and then co-cultured or not
with S. aureus with a multiplicity of infection (MOI) of 50 by adding a

suspension of S. aureus in DMEM with L-glutamine, 20% FBS, without
antibiotic, to the final amount of 5 x 107 CFU/well, and then incubated
for 2 h at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. After
incubation, infected and uninfected cells were gently washed three
times with PBS, and then treated with a final concentration of 1 mM L-
ascorbic acid [37,38] (Sigma Chemical Co., St, Louis, USA) in DMEM
with L-glutamine, 20% FBS and Penicillin/Streptomycin (100 UI/mL,
100 pg/mL, respectively) for 24 h at 37 °C and 5% CO3 in a humidified
atmosphere.

2.4. HUVEC culture supernatants harvesting and cell lysis assay

After incubation, cell free supernatants were aspirated delicately
from each well, and cells washed three times with PBS and lysed by
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treatment for 30 min with 500 pL of 0.1% Triton X-100 (TX100). Re-
action was stopped by the addition of an equal volume of a mixture
containing Tris-HCl and MnCl,. Cell lysates were then aspirated for
required analyses [39,40].

2.5. Protein assay

Protein concentration was measured on cell culture lysates at 540 nm
using a commercial kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Middletown,
USA).

2.6. NO production assay

NO production levels were carried out on supernatants using the
sensitive colorimetric Griess method as described in detail [41]. Briefly,
after deproteinization with trichloracetic acid (TCA), supernatants were
incubated with Vanadium (III) chloride and Griess reagent (v/v; 1/2) for
30 min at 37 °C, and then absorbance were read at 540 nm using a
microplate ELISA reader (Biochrom Anthos 2020, Cambridge, UK). The
concentrations of NO were determined from linear standard curve
established by 0-150 pmol/L sodium nitrite.

2.7. Arginase activity assay

The activity of arginase (EC 3.5.3.1) was determined spectrophoto-
metrically on cell lysates based on the measurement of urea formation
after incubation with L-arginine as described [39,42]. The arginase ac-
tivity was expressed as nmol urea per mg proteins per 1 h.

2.8. sICAM-1 and sE-selectin assays

The levels of SICAM-1 and sE-selectin were quantified on cell culture
supernatants with respective human ELISA kits (Sigma Aldrich Co., St.
Louis, USA), and the absorbance measured at 450 nm with an ELISA
plate reader (Biochrom Anthos 2020, Cambridge, UK). The limits of
detection (LOD) were 150 pg/mL for sSICAM-1 and 30 pg/mL for sE-
selectin.

2.9. Cell necrosis assay

Cell necrosis assay was determined on cell culture supernatants by
LDH-based cytotoxicity method [43], using LDH Colorimetric Assay Kit
(Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA), according to the manufacturer’s
instructions. Relative amounts of LDH release were measured at 490 nm
using a microplate ELISA reader. Cell necrosis was expressed as the
percentage of LDH-based cytotoxicity as described [44].

2.10. Cell protective redox assays

Both catalase and SOD activities were measured as cell protective
redox signaling based-biomarkers [45].

2.10.1. Catalase activity assay

Catalase (EC 1.11.1.6) activity was determined on cell culture lysates
by a spectrophotometric method, based on the measurement of
hydrogen peroxide (H203) decomposition as described with some
modifications [46]. 10 pL volumes of cell lysates were incubated with an
equal volume of reaction mixture containing HoO> for 5 min at room
temperature, then the reaction was stopped using saturated Titanium
(IV) oxysulfate (TiOSO4) in 1 M HySO4, which reacts with the remaining
H,03 to produce a yellow peroxotitanium complex (PTC). Absorbance
was measured at 410 nm against a blank. Catalase activity was reported
as U/min/mL.

2.10.2. SOD activity assay
SOD (EC 1.15.1.1) activity was assessed on cell culture lysates using
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a colorimetric SOD Assay Kit-WST (19160, Sigma Aldrich). Assays were
based on the reduction of Highly Water-soluble Tetrazolium Salt (WST-
1) by Xanthine-Xanthine Oxidase (XO) [47]. Absorbance was read at
450 nm using a microplate ELISA reader. The SOD activity (percentage
of WST-1 inhibition [ICs¢]) was related to that of XO and expressed as
50% XO activity.

2.11. ,Ca®" assay

The levels of ,Ca®" were spectophotometrically determined on cell
culture lysates, after removing supernatants, using the highly sensitive
and specific Arsenazo III (AS III-Ca2+)-based assay [48,49]. The levels of
bCa2+ were expressed as pEq/mg proteins.

2.12. .CHOL assay

tccCHOL levels were determined spectrophotometrically on cell cul-
ture lysates based on enzymatic method [50,51], using commercial re-
agents (SPINREACT, S.A./S.A.U. Ctra. Santa Coloma, Spain), and
expressed as pug per mg proteins.

2.13. iGLU assay

The levels of iGLU were determined on HUVEC lysates based on the
oxidation of glucose to gluconate by the glucose oxidase enzyme (GOD),
and the Hy05 produced was detected at 505 nm with chromogenic ox-
ygen acceptor, phenol, 4-aminophenazone (4-AP) in the presence of
peroxidase (POD) [52]. ;GLU levels were expressed as nmol per mg
proteins.

2.14. Bacterial internalization and killing assays

A suspension of S. aureus in DMEM supplemented with 2 mM L-
glutamine, 20% FBS and 1 mM AscH2 was added to 10° HUVEC per well
cultured in gelatin-coated 24-well culture plate to the final amount of 5
x 10’7 CFU per well (the ratio of bacteria:HUVEC was 50:1), corre-
sponding to a MOI of 50, and cultivated alone as a control [39]. The
mixtures and bacteria alone were incubated for 2 h in a 5% CO5 hu-
midified atmosphere at 37 °C [44], then supernatants were recuperated
and serial dilutions were plated on mannitol salt agar. Following incu-
bation for 24 h, extracellular bacteria were determined by counting
bacterial CFUs. Assays were performed at O (tp) and 1 h (t;), and the
percentage of bacterial internalization were expressed as the percentage
decrease of viable extracellular bacteria as reported in detail [41,42,53].
The HUVEC’s monolayers were then washed gently three times with
PBS, and then cultured in media supplemented with 50 pg/mL genta-
micin to kill any remaining bacteria for 1 h. Thereafter, the half of wells
were lysed using 1% TX100 in PBS at ty, while, the others were rein-
cubated for 1 h (t;) in antibiotic free media, then lysed using 1% TX100
in PBS. Cell lysates were recuperated and serial dilutions were plated on
mannitol salt agar overnight at 37 °C. The number of viable intracellular
bacteria (CFUs) at to and t; was determined as described [41]. The
percentage of bacterial killing capacity was expressed as the percentage
decrease of intracellular bacteria. Controls including wells containing
uninfected HUVECs or bacteria alone were required throughout all
experiments.

2.15. Bacterial intracellular growth assay

The effect of AscH2 treatment added to the media on bacterial
growth was assessed as described [42].

2.16. Cell cycle activation assay

Cell cycle activation was determined based on BrdU incorporation
assay (abl126556-BrdU Cell Proliferation kit, Abcam, Germany),
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according to the manufacturer’s instructions. In brief, HUVECs were
seeded in 96-well flat bottom plate at a density of 2 x 10* cells/well, and
allowed to attach for 24 h at 37 °C in a humidified atmosphere and 5%
CO,. Cells were infected or not for 2 h with S. aureus, and then washed
twice with PBS. Infected and uninfected cells were treated or not with
AscH2 for 24 h. Thereafter, cells were incubated overnight with 1x BrdU
label, then, incorporated BrdU was detected using anti-BrdU mono-
clonal Detector Antibody for 1 h at room temperature before incubation
with peroxidase goat anti-mouse IgG conjugate as secondary antibody.
Color was developed using tetramethylbenzidine (TMB) as a peroxidase
substrate. Optical densities (ODs) were measured at 450 nm using a
Biochrom Anthos 2020 ELISA plate reader (Cambridge, UK), and
absorbance of cells without BrdU (control) was subtracted from each
reading.

2.17. Cytokines assay

Levels of IL-1f and IL-6 were determined on cell culture supernatants
by a quantitative enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), with
respective commercial kits using human ELISA sets (BD OptEIA, BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA), according to the manu-
facturer’s instructions. ODs were measured at 450 nm using a Biochrom
Anthos 2020 ELISA plate reader (Cambridge, UK). The LOD were 4 pg/
mL for the two cytokines.

2.18. Statistical analyses

Statistical analyses were carried out using SPSS software version
20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). All data were presented as the mean
+ standard error of mean (SEM). The assumption of normality was
cheeked prior to statistical procedures. Since the distribution of the
outcomes was not assumed to be approximately normally distributed,
the comparisons were performed with the Kruskal-Wallis and Mann-
Whitney U nonparametric tests to search differences among all groups
and between two groups, respectively. P-value less than 0.05 was
considered as significant.

3. Results

In the current study, we examined the ex vivo immunomodulatory
effects of AscH2 treatment on the functional activities of S. aureus
infected-HUVECs.

3.1. AscH2 treatment induces downregulation of NO production and
moderate upregulation of arginase activity in S. aureus-infected HUVECs

As depicted in Fig. 2, AscH2 treatment induced a marked upregula-
tion of NO production and a slight upregulation of arginase activity in
uninfected HUVECs as compared to S. aureus-uninfected and AscH2-
untretaed control cells, and, conversely, a significant downregulation
of NO production and a weak upregulation of arginase activity in
infected HUVECs as compared to infected and untreated HUVECs.
Nevertheless, differences for the two comparisons were significant only
for NO production, but not for arginase activity (respectively, p < 0.05
and p > 0.05 by Mann-Whitney U test). For multiple comparisons by
Kruskal-Wallis test, p < 0.05 for NO production and p > 0.05 for arginase
activity.

3.2. AscH2 treatment may have a reversing effect of S. aureus on the
release of SICAM-1/sCD54 by infected HUVECs, but not on that of sE-
selectin/sCD62E

As observed in Fig. 3, AscH2 treatment has no significant effect on
the release levels of sSICAM-1 by HUVECs, either infected or not with
S. aureus. AscH2-untreated but S. aureus-infected HUVECs have been
shown to significantly release sSICAM-1 as compared to AscH2-untreated
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Fig. 2. Effects of AscH2 on NO production and arginase activity during
S. aureus-infected HUVECs. NO levels were measured by a sensitive Griess
method. Arginase activity was spectrophotometrically determined by mea-
surement of urea concentration. Values are presented as the mean with stan-
dard error of mean. AscH2: ascorbic acid/L-threo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-
enoicacid-4-lactone, HUVECs: human umbilical vein endothelial cells, NO: ni-
tric oxide, Sa-/AscH2-: S. aureus-uninfected and AscH2-untreated HUVECs, Sa-/
AscH2+: S. aureus-uninfected and AscH2-treated HUVECs, Sa+/AscH2-:
S. aureus-infected and AscH2-untreated HUVECs, Sa+/AscH2+: S. aureus-
infected and AscH2-treated HUVECs. Asterisks indicate significant differences
highlighted between uninfected or infected cell groups using Mann-Whitney U
test (*p < 0.05). Black boxes indicate significant differences highlighted against
S. aureus-uninfected and AscH2-untreated HUVEC controls using Mann-
Whitney U test (wp < 0.05). *KM: significant differences highlighted between
all groups by Kruskal-Wallis test (p < 0.05).
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Fig. 3. Effect of AscH2 on the sICAM-1 and sE-selectin release by HUVECs
during S. aureus infection. sSICAM-1 and sE-selectin levels were measured by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Values are presented as the mean
with standard error of mean. AscH2: ascorbic acid/L-threo-2,3,4,5,6-pentahy-
droxyhex-2-enoicacid-4-lactone, HUVECs: human umbilical vein endothelial
cells, SICAM-1: soluble intercellular adhesion molecular 1 (cluster of differen-
tiation 54 [CD54]), sE-selectin: soluble E-selectin (cluster of differentiation 62
[CD62E]), Sa-/AscH2-: S. aureus-uninfected and AscH2-untreated HUVECs, Sa-/
AscH2+: S. aureus-uninfected and AscH2-treated HUVECs, Sa+/AscH2-:
S. aureus-infected and AscH2-untreated HUVECs, Sa+/AscH2+: S. aureus-
infected and AscH2-treated HUVECs. Asterisk indicates significant differences
highlighted between uninfected cell groups using Mann-Whitney U test (*p <
0.05). Black boxes indicate significant differences highlighted against S. aureus-
uninfected and AscH2-untreated HUVEC controls using Mann-Whitney U test
(mp < 0.05). **KM: significant differences highlighted between all groups by
Kruskal-Wallis test (p < 0.01).

and S. aureus-uninfected HUVECs (p < 0.05); whereas, AscH2 treatment
reversed the infection effect on sICAM-1 release as observed by com-
parison with control cells (p > 0.05). Additionally, there are no marked
differences in the release levels of sE-selectin by infected and AscH2-
treated HUVECs than in infected and AscH2-untreated HUVECs.
Conversely, AscH2 treatment induced a significant upregulation of s-E-
selectin release levels in uninfected HUVECs (p < 0.05). Moreover,
S. aureus-infected and treated or untreated HUVECs have a marked
upregulation in the sE-selectin levels when comparing with S. aureus-
uninfected and AscH2-untreated control cells (for both comparisons, p
< 0.05). For all comparisons using Kruskal-Wallis test, p-value was less
than 0.05 for sICAM-1 and less than 0.01 for sE-selectin.
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3.3. AscH2 treatment protects against HUVEC necrosis induced by
S. aureus infection

As shown in Fig. 4, infection by S. aureus induced a significant
upregulation of HUVECs necrosis (p < 0.05). Additionally, AscH2
treatment induced a significant downregulation of HUVECs necrosis in
both S. aureus-infected or S. aureus-uninfected HUVECs (p < 0.05).
Moreover, AscH2 treatment induced a significant downregulation of
SOD activity in uninfected HUVECs as compared to untreated control
HUVEGs (p < 0.05), and, conversely, a significant upregulation of SOD
activity in S. aureus-infected when comparing with S. aureus-infected
and AscH2-untreated HUVECs (p < 0.05). Nevertheless, AscH2 treat-
ment induced a slight change in catalase activity levels in S. aureus-
infected and AscH2-treated HUVECs, but the difference against
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Fig. 4. Effect of AscH2 on LDH-based cytotoxicity and cell protective
redox signaling based-biomarkers during S. aureus-infected HUVECs. Cell
necrosis levels were measured spectrophotometrically through the determina-
tion of LDH release levels. Catalase and SOD activities were spectrophotomet-
rically measured as cell protective redox signaling based-biomarkers. Values are
presented as the mean with standard error of mean. AscH2: ascorbic acid/L-
threo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-enoicacid-4-lactone, HUVECs: human um-
bilical vein endothelial cells, LDH: lactate dehydrogenase, SOD: superoxide
dismutase, Sa-/AscH2-: S. aureus-uninfected and AscH2-untreated HUVECs,
Sa-/AscH2+: S. aureus-uninfected and AscH2-treated HUVECs, Sa-+/AscH2-:
S. aureus-infected and AscH2-untreated HUVECs, Sa+/AscH2+: S. aureus-
infected and AscH2-treated HUVECs. Asterisks indicate significant differences
highlighted between uninfected or infected cell groups using Mann-Whitney U
test (*p < 0.05). Black boxes indicate significant differences highlighted against
S. aureus-uninfected and AscH2-untreated HUVEC controls using Mann-
Whitney U test (mp < 0.05). **KM: significant differences highlighted be-
tween all groups by Kruskal-Wallis test (p < 0.01).
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untreated and infected cells was statistically insignificant (p > 0.05). P-
value was less than 0.01 by Kruskal-Wallis test for cell necrosis and
greater than 0.05 for both SOD and catalase activities.

3.4. AscH2 treatment induces a slight upregulation of ,Ca?* levels in
S. aureus-infected HUVECs

As shown in Fig. 5, there are no significant differences in ,Ca"levels
when comparing AscH2-treated cells with AscH2-untreated cells, either
infected or uninfected (for all comparisons, p > 0.05). However, infected
and AscH2-treated or untreated cells have shown a significant decreased
,Ca®" levels than in S. aureus-uninfected and AscH2-untreated control
cells (p < 0.05). Finally, AscH2 treatment induced upregulation of ,Ca**
levels in infected HUVECs, but the difference did not reach a significant
level (p > 0.05). For all comparisons, p-value was less than 0.05 by
Kruskal-Wallis test.

3.5. AscH2 treatment modulates increased CHOL levels in HUVECs
induced by S. aureus infection

We see in Fig. 6 that AscH2 treatment induced a significant upre-
gulation of (CHOL levels in uninfected cells when compared to unin-
fected and untreated cell controls, and, conversely, a significant
downregulation of .CHOL levels in infected HUVECs (for the two
comparisons, p < 0.05). Additionally, infected and AscH2-treated or
AscH2-untreated HUVECs have significant increased levels of (.CHOL
than in AscH2-untreated and S. aureus-uninfected and AscH2-untretaed
control cells (p < 0.05). For multiple comparisons by Kruskal-Wallis test,
p-value was less than 0.01.

3.6. AscH2 treatment reverses effect of S. aureus on upregulation of ;GLU
levels within HUVECs

The results of Fig. 7 show that both uninfected and AscH2-treated
HUVECs and infected and AscH2-untreated HUVECs have significant
increased levels of ;GLU than in AscH2-untreated and uninfected control
cells (for the two comparisons, p < 0.05). However, AscH2 treatment
induced decreased ;GLU levels in S. aureus-infected HUVECs when
compared to S. aureus-infected and AscH2-untreated HUVECs or
S. aureus-uninfected and AscH2-untretaed control cells (for both com-
parisons, p < 0.05). For all comparisons by Kruskal-Wallis test, p-value
was less than 0.01.
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Fig. 5. Effect of AscH2 on pCa?" levels during S. aureus-infected HUVECs.
»Ca2" levels were measured using a highly sensitive and specific Arsenazo III
(AS II-Ca?")-based assay. Values are presented as the mean with standard error
of mean. AscH2: ascorbic acid/L-threo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-enoicacid-
4-lactone, HUVECs: human umbilical vein endothelial cells, ,Ca>": total bound/
complexed calcium ions, Sa-/AscH2-: S. aureus-uninfected and AscH2-untreated
HUVEGCs, Sa-/AscH2+: S. aureus-uninfected and AscH2-treated HUVECs, Sa+/
AscH2-: S. aureus-infected and AscH2-untreated HUVECs, Sa+/AscH2+:
S. aureus-infected and AscH2-treated HUVECs. Black boxes indicate significant
differences highlighted against S. aureus-uninfected and AscH2-untreated
HUVEC controls using Mann-Whitney U test (wp < 0.05). *KM: significant dif-
ferences highlighted between all groups by Kruskal-Wallis test (p < 0.05).
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Fig. 6. Effect of AscH2 on CHOL levels during S. aureus-infected
HUVECs. The levels of CHOL were spectrophotometrically determined as
activation signature of trained immunity. Values are presented as the mean
with standard error of mean. AscH2: ascorbic acid/L-threo-2,3,4,5,6-pentahy-
droxyhex-2-enoicacid-4-lactone, HUVECs: human umbilical vein endothelial
cells, .CHOL: total cellular cholesterol content, Sa-/AscH2-: S. aureus-unin-
fected and AscH2-untreated HUVECs, Sa-/AscH2+: S. aureus-uninfected and
AscH2-treated HUVECs, Sa+/AscH2-: S. aureus-infected and AscH2-untreated
HUVECs, Sa+/AscH2+: S. aureus-infected and AscH2-treated HUVECs. Aster-
isks indicate significant differences highlighted between uninfected or infected
cell groups using Mann-Whitney U test (*p < 0.05). Black boxes indicate sig-
nificant differences highlighted against S. aureus-uninfected and AscH2-
untreated HUVEC controls using Mann-Whitney U test (mp < 0.05). **KM:
significant differences highlighted between all groups by Kruskal-Wallis test (p
< 0.01).
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Fig. 7. Effect of AscH2 on ;GLU levels during S. aureus-infected HUVECs.
iGLU levels were measured by a spectrophotometric method as cell energy
source. Values are presented as the mean with standard error of mean. AscH2:
ascorbic acid/L-threo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-enoicacid-4-lactone,
HUVEGCs: human umbilical vein endothelial cells, ;GLU: intracellular glucose,
Sa-/AscH2-: S. aureus-uninfected and AscH2-untreated HUVECs, Sa-/AscH2+:
S. aureus-uninfected and AscH2-treated HUVECs, Sa+/AscH2-: S. aureus-infec-
ted and AscH2-untreated HUVECs, Sa+/AscH2+: S. aureus-infected and AscH2-
treated HUVECs. Asterisks indicate significant differences highlighted between
uninfected or infected cell groups using Mann-Whitney U test (*p < 0.05). Black
boxes indicate significant differences highlighted against S. aureus-uninfected
and AscH2-untreated HUVEC controls using Mann-Whitney U test (wp < 0.05).
**KM: significant differences highlighted between all groups by Kruskal-Wallis
test (p < 0.01).

3.7. AscH2 treatment downregulates S. aureus growth, and upregulates
bacterial internalization and intracellular killing by HUVECs

As depicted in Fig. 8, AscH2 treatment markedly downregulated
S. aureus growth, and markedly upregulated both bacterial internaliza-
tion and killing (for all comparisons, p < 0.05 by Mann-Whitney U test).

3.8. AscH2 treatment ameliorates cell cycle activation in S. aureus-
infected and uninfected HUVECs

The results in Fig. 9 show that AscH2 treatment has significantly
increased cell cycle activation of both S. aureus-uninfected and infected
HUVECs (for both comparisons, p-value was less 0.01). For multiple
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comparisons using Kruskal-Wallis test, p-value was less than 0.01.

3.9. AscH2 treatment has a slight effect on the production of IL-6, but
induces a marked downregulation of that of IL-1f in S. aureus-infected
HUVECs

As shown in Fig. 10, no significant changes were noticed in the levels
of IL-1f and IL-6 production, except for IL-1p when comparing between
S. aureus-infected and AscH2-treated HUVECs and S. aureus-infected and
AscH2-untreated HUVECs (IL-6; p > 0.05, IL-1p; p < 0.05 by Mann-
Whitney U test). For multiple comparisons by Kruskal-Wallis test, p-
value was greater than 0.05 for both IL-1p and IL-6.

4. Discussion

Although considered to be a passive barrier coating the inside of
blood vessels, ECs are defined as unique multifunctional cells that fulfill
a variety of vital basal and inducible, metabolic and synthetic functions,
including the control of homeostasis, vasomotor tone, vasculogenesis
and angiogenesis, as well as the regulation of immune and inflammatory
responses [9,54]. Additionally, ECs were recently considered as condi-
tional innate immune cells that have a crucial role in inflammatory and
immune pathologies [11]. In fact, ECs are among the first innate im-
mune cells that patrol the circulation due to their location in the inter-
face between the blood and the surrounding tissues, which allow them to
detect pathogens, upregulate the production of broad range of proin-
flammatory cytokines [12], and further-express adhesion molecules,
including E-selectin and ICAM-1, and subsequently recruit other im-
mune cells to the site of infection. It has been also reported that the
proinflammatory responses of ECs increase oxidative stress [12,55,56],
which can lead to their apoptosis and downregulation of eNOS activity
[12,55].

Of note, an alteration in immune functions of ECs can promote un-
controlled trafficking of infectious agents, including pathogenic bacteria
invasion, which lead to fatal conditions, like sepsis and acute respiratory
distress syndrome (ARDS). S. aureus invasion can be due to its ability to
adhere and penetrate inside ECs in greater numbers than other bacterial
species [57]. From a therapeutic point of view, we evaluated the ex vivo
immunomodulatory effects of AscH2 treatment on primary HUVECs
infected with S. aureus, based on its pivotal role in immunity as immu-
nostimulant, anti-inflammatory, and antibacterial molecule.

4.1. Effects of AscH2 on NO production and arginase activity in
S. aureus-infected HUVECs

NO is an important signaling molecule produced from the amino acid
L-arginine by the enzyme NOS. Endothelium-derived NO, synthesized
principally by endothelial NOS, contributes to the regulation of angio-
genesis, vascular remodeling and systemic blood pressure, and inhibits
leukocyte adhesion and platelet aggregation [58,59]. In addition, it has
been demonstrated that HUVECs express the second isoform of NOS, i.e.,
inductible NOS (iNOS) [60]. This enzyme produces high amounts of NO,
which plays an important role in antimicrobial defense [61].

In our study, we observed that AscH2 treatment induced upregula-
tion of NO production by uninfected HUVECs. Accordingly, previous
studies carried out in HUVEC model have demonstrated that AscH2
treatment for 24 h at the dose of 1 pM to 1 mM may prevent endothelial
dysfunction by increasing the bioavailability of endothelial NO via
increased levels of intracellular tetrahydrobiopterin (BH4) cofactor
needed for the conversion of L-arginine to NO by endothelial NOS,
suggesting that saturated AscH2 levels in ECs are necessary to provide
optimal conditions for cellular NO synthesis by protecting BH4 from
oxidation [62,63]. However, the amount of NO could be compromised
in some conditions by the increase in arginase activity. In fact, the L-
arginine can also be used by another metabolic pathway, in which the
enzyme arginase catalyzes it hydrolysis to ornithine and urea. Therefore,



S. Dahou et al.

%S. aureus internalization

80 * 100

60 80

60

40 40

20 20

0 0
Sa+/AscH2- Sa+/AscH2+ Sa+/AscH2-

%S. aureus killing

International Immunopharmacology 95 (2021) 107476

S. aureus growth
(CFU/mL x 10%)

*
0,2
0,15
0,1
0,05 2
0
Sa+/AscH2+ Sa+/AscH2-  Sa+/AscH2+

Fig. 8. Effect of AscH2 on S. aureus growth, internalization and killing by HUVECs. After HUVECs infection at MOI of 50, the percentage of internalization,
corresponding to the percentage of decrease in the number of extracellular bacteria after 1 h of incubation with S. aureus, and intracellular live bacteria were
quantified by the CFU method at two time points after infection, i.e., at 0 (to) and 1 h (t;). The HUVECs’s bactericidal activity was assessed using the gentamicin
protection method. Values are presented as the mean with standard error of mean. AscH2: ascorbic acid/L-threo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-enoicacid-4-lactone,
HUVEGCs: human umbilical vein endothelial cells, CFU: colony forming unit, MOIL: multiplicity of infection, Sa+/AscH2-: S. aureus-infected and AscH2-untreated
HUVEGs, Sa+/AscH2+: S. aureus-infected and AscH2-treated HUVECs. Asterisks indicate significant differences highlighted between AscH2-treated and untreated

S. aureus-infected HUVECs using Mann-Whitney U test (*p < 0.05).
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Fig. 9. Effect of AscH2 on cell cycle activation of S. aureus-infected
HUVEGs. Cell cycle activation levels were measured based on BrdU incorpo-
ration assay. Values are presented as the mean with standard error of mean.
AscH2: ascorbic acid/L-threo-2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-enoicacid-4-lactone,
HUVECs: human umbilical vein endothelial cells, BrdU: bromodeoxyuridine [5-
bromo-2'-deoxyuridine]), Sa-/AscH2-: S. aureus-uninfected and AscH2-
untreated HUVECs, Sa-/AscH2+: S. aureus-uninfected and AscH2-treated
HUVEGCs, Sa+/AscH2-: S. aureus-infected and AscH2-untreated HUVECs, Sa+/
AscH2+: S. aureus-infected and AscH2-treated HUVECs. Asterisks indicate sig-
nificant differences highlighted between uninfected or infected cell groups
using Mann-Whitney U test (**p < 0.01). Black box indicates significant dif-
ferences highlighted against S. aureus-uninfected and AscH2-untreated HUVEC
controls using Mann-Whitney U test (wp < 0.05). **KM: significant differences
highlighted between all groups by Kruskal-Wallis test (p < 0.01).
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Fig. 10. Effects of AscH2 on IL-1f and IL-6 production by S. aureus-
infected HUVECs. The levels of cytokines IL-1p and IL-6 production were
measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Values are pre-
sented as the mean with standard error of mean. AscH2: ascorbic acid/L-threo-
2,3,4,5,6-pentahydroxyhex-2-enoicacid-4-lactone, HUVECs: human umbilical
vein endothelial cells, IL: interleukin, Sa-/AscH2-: S. aureus-uninfected and
AscH2-untreated HUVECs, Sa-/AscH2+: S. aureus-uninfected and AscH2-
treated HUVECs, Sa+/AscH2-: S. aureus-infected and AscH2-untreated
HUVECs, Sa+/AscH2+: S. aureus-infected and AscH2-treated HUVECs.
Asterisk indicates a significant difference highlighted between S. aureus-infec-
ted HUVECs using Mann-Whitney U test (*p < 0.05).

an increase in the arginase pathway is considered as an essential
mechanism of decreased arginine availability to be converted to NO
[64,65]. Of note, two distinct isoforms of arginase have been identified:
arginase 1, which is abundant and localized in macrophages and liver,
and arginase II, which is especially expressed in the kidney. Also of note,
both isoforms of arginase are presents in ECs [66]. Additionally, some
reports have shown that there is a causal link between NO production,
endothelial arginase activity and vascular dysfunction [67,68].

To the best of our knowledge, this is the first study evaluating the
arginase activity and NO responses to AscH2 in S. aureus-infected
HUVECs. So, we observed that AscH2 treatment downregulated the NO
production in S. aureus-infected HUVECs and induced a slight increase in
arginase activity in both S. aureus-infected and uninfected HUVECs.
Thereby, our results are in accordance with previous research showing
the inhibitory effect of vitamine C on iNOS expression in endotoxin- and
IFN-y-stimulated rat skeletal muscle ECs by an antioxidant mechanism
depending on activation of interferon regulatory factor-1 (IRF-1) [69].
Additionally, our previous study, conducted on peritoneal macrophage
co-cultured with S. aureus, have demonstrated that selenium, another
antioxidant, induced a significant decrease in the concentration of NO
production and a significant increase in arginase activity [41]. Impor-
tantly, the amount of NO production could be affected by S. aureus
bacteria, knowing that it possesses the ability to produce arginase,
which modulates the immune system by consuming the host arginine,
which, therefore, leads to the decrease in NO levels [70]. In our study,
however, the levels of NO or arginase did not appear to be affected by
infection with S. aureus, although slight, but not significant, changes
were observed. Our findings should lead to in vitro investigations ori-
ented towards the search for the levels of enzymatic activities of NOS
and arginase and their respective affinities to L-arginine at the level of
ECs in the presence of S. aureus.

4.2. Effect of AscH2 on the SICAM-1 and sE-selectin release by HUVECs
during S. aureus infection

Soluble forms of the adhesion molecules, including SICAM-1 and sE-
selectin, are considered as the strong biomarkers of inflammation and
ECs activation [71,72]. In our study, both sSICAM-1 and sE-selectin were
elevated in S. aureus-infected HUVECs, which corroborate various in
vitro and in vivo studies showing that S. aureus can induce expression of
ICAM-1 and E-selectin [73,74]. It is well known that the upregulation of
adhesion molecules causes the recruitment and adhesion to ECs of
circulating leucocytes, i.e., polymorphonuclear netrophilic leucocytes
(PMN) and monocytes, to the areas of inflammatory tissue [75,76],
which occur in early step of acute inflammatory reaction, allowing them
transmigration and trafficking across the vessel wall after their rolling
[77]. It has previously been reported that cultured HUVECs express E-
selectin on the cell surface only when exposed to inflammatory
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cytokines, demonstrating that the activation and subsequent trans-
location of NF-kB is a prerequisite for the expression of E-selectin and
other proinflammatory mediators [78]. Therefore, our results comple-
ment the previous findings regarding increased levels of proin-
flammatory cytokines. Moreover, unlike studies showing that vitamin C
supplementation in normal subjects reduces the expression levels of
constitutive and circulating ICAM-1 and E-selectin [79-81], our results
do not appear to show a significant effect of AscH2 treatment on the
release of SICAM-1 and sE-selectin by HUVECs. Nevertheless, vitamin C
treatment appears to be able to reverse the effects of S. aureus infection
on SICAM-1. Finally, the difference in the results should be related to the
difference in the cell type, the study model and the experimental design
and condition.

4.3. Effect of AscH2 on cell necrosis and cell protective redox signaling
based-biomarkers in S. aureus-infected HUVECs

Increased release of cellular cytosolic components including the
enzyme LDH, which is present almost in all cells of organism, is
considered as a key signature for necrotic cells, revealing the plasma
membrane permeabilization [43,82]. Our results are consistent with
those showing that infection with S. aureus leads to the host cell death,
including both professional and amateur phagocytes such as ECs
[83-85]. Additionally, it has been reported that antioxidants, including
vitamin C, can prevent induction of human ECs and other immune cells
death [86,87]. So, vitamin C can inhibit cellular reactive oxygen species
(ROS) accumulation [88], which corroborates our outcomes regarding
induction of cell protective redox, as determined by SOD and catalase
activities, although the latest was observed to be slightly increased in
S. aureus-infected and AscH2-treated HUVECs. Moreover, it would be of
great interest to check if AscH2-mediated protection on HUVECs would
be related with its possible inhibition of the mammalian target of
rapamycin (mTOR) pathway, such a process has been described in
coronary artery disease [89]. Knowing that mTOR exists in two func-
tionally distinct protein complexes named mammalian/mechanistic
target of rapamycin complex 1 (mTORC1) and 2 (mTORC2), and that
mTORC1 regulates cell growth and metabolism, and mTORC2 functions
primarily as a downstream effector of Akt phosphorylation (and Akt-
related kinases) and regulator of both the actin cytoskeleton and
mTORC1-dependent negative feedback loop [90-92], ECs protection
may be related to a selective inhibition of mTORC1, resulting in the
activation of the phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)/Akt signaling
pathway, thereby leading to cell survival and proliferation, as well as to
the prevention of apoptosis [93].

4.4. Effect of AscH2 on ,Ca®" levels in S. aureus-infected HUVECs

The divalent cation calcium (Ca®") is an ubiquitous second mes-
sengers in HUVECs and a key for their physiological and immunological
functions [94,95]. They can be considered as an important signaling
event during internalization of several bacterial pathogens, including
S. aureus [96,97]. An increase of free Ca®* can activate a number of
signaling pathways under physiological and pathological conditions
[98]. Cell activation mediated-Ca®" signals occurs following its bonding
with target intracellular ubiquitous Ca®>" sensing protein, i.e., calmod-
ulin (CaM) [99]. In our study, however, we found that bCa2+ were
downregulated in infected cells, either treated or untreated by AscH2. Of
note, given that S. aureus infection enhances the concentration of free
calcium ions and release within ECs [100] and professional phagocytes,
like monocytes [101], which results in cell death [102] as we demon-
strated through increased levels of LDH-based cytotoxicity, our out-
comes suggest that the most calcium ions are in a free form in S. aureus-
infected HUVECs. Also of note, we demonstrated that AscH2 treatment
upregulated bCa2+ in infected HUVECS, at the same time of cell necrosis
downregulation. Therefore, it would be with warm interest to check
whether calcium ions in bound form may protect or not against ECs
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death, and whether vitamin C treatment may be one of the most ther-
apeutic approaches to be explored for intracellular calcium ions ho-
meostasis in human ECs during infection by S. aureus.

4.5. Effect of AscH2 on .CHOL levels during S. aureus-infected HUVECs

Recent evidence has indicated that cholesterol content and intra-
cellular metabolism in immune cells are considered to be a determining
and modulating factor of innate and adaptive immunity [103]. In our
study, we observed that S. aureus-infected HUVECs showed a significant
increase in total cholesterol content. So, it has been reported that both
oxidized low-density lipoprotein (0xLDL) and increased cholesterol
induce trained immunity/innate immune memory, a process in which
myeloid innate immune cells and their progenitors mediate epigenetic —
remodel the chromatin — and functional reprogramming to create a
response to a previously recognized stimulus, allowing protection
against heterologous infections [103,104]. Additionally, cholesterol
accumulation in innate immune cells promotes inflammasome activa-
tion and toll-like receptor (TLR) signalling, which lead to enhance in-
flammatory responses [105]. Therefore, infection of human ECs by
S. aureus could be an important activating factor of trained immunity
processes. Finally, we noticed that the HUVECs treatment with AscH2
induced a significant drop in the level of (.CHOL, but which still
remained high compared to control cells. Therefore, it would be of great
interest to prove whether vitamin C treatment could act as a mild
modulator of any epigenetic modification within ECs during S. aureus
infection.

4.6. Effect of AscH2 on ;GLU levels in S. aureus-infected HUVECs

iGLU is synthesized from various ways, including non-sugar sub-
strates, such as pyruvate and glucogenic amino acids, or from glyco-
genolysis, and consumed via glycolysis, the pentose shunt or glycogen
synthesis [106]. Its metabolism provides energy to all cell types. In
immune cells, metabolic reprogramming through the use of glycolysis
and fatty-acid oxidation enable them to activate and engage in robust
growth and proliferation to generate effector cells capable of developing
efficient immune responses, and may therefore be a target of immuno-
therapeutic approach to fight intracellular infections, such as viral in-
fections, as well as to improve the effectiveness of vaccines [107]. Based
on our results regarding upregulated ;GLU within infected HUVECs, we
hypothesize that during S. aureus infection, ECs may develop immuno-
metabolic strategies to counter such infections, including increasing
their levels of glucose as an energy substrate required for their immune
activities. Nevertheless, glucose could be a double-edged sword when
we know that S. aureus can use glucose to grow under respiration-
limiting conditions imposed by the immune system [108]. These re-
sults should pave the way for a cause-effect mechanistic study to know if
the increase in ;GLU levels might the result of a negative feedback to
counteract S. aureus infection — while increasing the energy source for
both HUVECs and S. aureus —, or, inversely, S. aureus might carry out the
iGLU synthesis by using the enzymatic machinery and the necessary host
cell substrates by acting as parasites. On the other hand, we observed
that AscH2 treatment induced upregulation of ;GLU in uninfected
HUVEGs, and, conversely, downregulation in infected HUVEGCs. It has
been reported that vitamin C can increase glucose levels when supple-
mented at high level [109], and that due of structure similarity [110], it
can interfere with glucose concentration measurement, resulting in
biased glucose levels. However, the decrease in jGLU levels in infected
cells would be the result of enhancing effect of AscH2 treatment on
glucose consumption mainly by HUVECs given that S. aureus growth was
decreased in that condition as we discussed below.
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4.7. Effect of AscH2 on S. aureus growth, internalization and killing by
HUVECs

S. aureus has been traditionally considered as an extracellular bac-
terium, but many recent studies have shown its ability to survive within
and escape from nonprofessional phagocytic cells such as fibroblast
cells, mesenchymal cells, epithelial cells and ECs [111,112]. Intracel-
lular bacteria may be protected against immune responses and promote
persistence of infection. Importantly, ECs constitute a favorite way for
the dissemination of internalized S. aureus, which can reside in endo-
somal vacuoles or diverted from the endosomal pathway to autopha-
gosomes. The multiple expressed virulence factors allow them to escape
into the cytoplasm and possibly kill the host cell by inducing its
apoptosis [44].

Although vitamin C has been shown to have multiple effects on ECs,
exact mechanisms about their effects on internalization of bacteria and
bactericidal or bacteriostatic activity are unknown. Our results
demonstrated that vitamin C treatment downregulates S. aureus growth,
and upregulates both internalization/phagocytosis and killing. It has
been reported that vitamin C accumulates in phagocytic cells and can
enhance chemotaxis, phagocytosis, generation of ROS, and ultimately
microbial killing [26]. Its ability to inhibit S. aureus growth observed in
the current study is consistent with a well-documented report, which
suggests that vitamin C can affect S. aureus metabolism resulting in
bacterial growth inhibition [113].This effect can also be explained by
exposing bacteria to oxidative stress induced through vitamin C oxida-
tion [114], or by the production of acetic acid and lactate generated
from ascorbic acid [113].

The antimicrobial activities of vitamin C, especially in form of DHA,
have been demonstrated not only on bacterial cells, but also on virus,
including herpes simplex virus type 1, poliovirus type 1, and influenza
virus type A, and parasite, such as Trypanosoma cruzi and Plasmodium
yoelii 17XL [115], etc. Of note, numerous studies have shown a strong in
vitro bactericidal activity of vitamin C against intracellular bacteria,
such as Mycobacterium tuberculosis targeting macrophage cells
[116,117]. Nevertheless, studies on the effects of vitamin C on S. aureus-
infected HUVECs have yet to be explored.

4.8. Effect of AscH2 on cell cycle activation of S. aureus-infected
HUVECs

Our report shows for the first time the effect of AscH2 on HUVECs
regeneration during S. aureus infection. Herein we demonstrated that
AscH2 treatment activates cell cycle, either in the presence or absence of
S. aureus. So, in addition to the possible effect of AscH2 on the inhibition
of the mTOR pathway, as postulated above, both protection and
regeneration of ECs may also be related to the capacity of vitamin C to
increase type IV collagen synthesis [24], as well as to the activation of
ERK1/2 signaling pathway [118].

4.9. Effects of AscH2 on IL-1$ and IL-6 production by S. aureus-infected
HUVECs

The inflammatory response against infections is characterized by the
release of a broad range of proinflammatory cytokines, like IL-1f and IL-
6, and acute-phase proteins (APPs) [119], including C-reactive protein
(CRP), serum amyloid A (SAA), fibrinogen, and hepcidin in hepatocytes,
whereas it inhibits production of albumin [120]. IL-1f is a typical
cytokine produced by macrophages and monocytes, but it can also be
expressed in other cell types, like dendritic cells, neutrophils, mast cells,
epithelial cells and ECs [121]. It mediates the tissue infiltration of in-
flammatory and immunocompetent cells by increasing the expression of
chemokines and ICAM-1 expression on ECs [122]. IL-6 is pleiotropic
cytokine usually produced in response to infections and tissue injuries
[123], IL-6 trans-signaling upregulates expression of endothelial
leukocyte adhesion molecules, including vascular cell adhesion
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molecule 1 (VCAM-1/CD106) and ICAM-1, and further inducing
leukocyte accumulation [124,125].

The production of cytokines by human ECs has been reported to
represent one of the early events triggered by infection. Usually, during
acute inflammatory responses, cellular production of several proin-
flammatory cytokines is increased. Our findings corroborate those
demonstrating that S. aureus internalization by HUVECs induced the
expression of IL-6 [126], but showed no effect on IL-1f [127]. In our
study, however, the increased levels of IL-6 were relatively mild
compared to uninfected HUVECs, which deserves complementary
studies. Moreover, our results regarding AscH2 effect on downregultion
of IL-1p and IL-6 production in S. aureus-infected HUVECs are in
agreement with data reporting that vitamin C treatment reduces the
intracytoplasmic production of proinflammatory cytokines [128].
Therefore, further studies are needed to elucidate the cause-effect rela-
tionship between vitamin C treatment and both nucleotide-binding
domain, leucine-rich repeat (NLR) family pyrin domain containing 3
(NLRP3) inflammasome-mediated caspase-1 activation, and nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-kB) regula-
tion within ECs during infection with S. aureus, particularly in sepsis
pathophysiology. Finally, the study of the mechanistic effects of AscH2
treatment on other specific interleukins or hematopoietic growth factors
should be of utmost importance. Of note, stem cell growth factor-beta
(SCGF-p), a newly found protein and a member of the C-type lectin su-
perfamily that functions as a growth factor for primitive hematopoietic
progenitor cells [129], has been reported to be involved in inflammatory
conditions, like obesity-associated inflammation, and to have immuno-
modulatory role on cell phenotypic switching, depending on its com-
bination with different growth factors [130]. It would therefore be
judicious to show whether SCGF-p could have an ex vivo effect on the
polarization of circulating immune cell progenitors, co-cultured with
AscH2-treated and S. aureus-infected HUVECs, and, subsequently, on the
immunomodulation of inflammatory mediators.

5. Conclusions and future prospects

S. aureus pathogenesis is mostly related to its ability to survive and
grow inside infected cells, and even induce cell death of a variety of host
cells, including ECs. Dysfunction of ECs caused by S. aureus infection can
lead to bacterial dissemination into organ tissues, leading to persistent
chronic infections, and thus behaving as a vehicle for the pathogen in-
vasion. The potent danger of S. aureus infection is its progression to
sepsis. From a therapeutic point of view, treatment with vitamin C has
been proposed as an adjunct treatment in sepsis. For our part, we have
shown for the first time that AscH2/L-Threoascorbic acid treatment
promotes human ECs survival and function, as well as prevents in-
flammatory response exacerbation, while inducing bactericidal activity.
Our results deserve to be extended by further studies, and among others:
(i) the determination of respective affinities for L-arginine of NOS within
ECs and of arginase at the level of both ECs and S. aureus, (ii) the study of
the cause-effect relationship between vitamin C and Ca®* in bound form
and ECs survival during S. aureus infection, (iii) the S. aureus effect on
trained immunity and vitamin C action on modulation of epigenetic
modification within ECs infected with S. aureus, and, finally, (iv) the
study of the energy metabolic pathways of ECs in the context of im-
munity against S. aureus infection.
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