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RESUME

Propriétés différentielles de la VE- et de la N-cadhérine dans I'endothelium
vasculaire

L’intégrité de I'endothelium vasculaire est maintenue par des structures d’adhérence
jonctionelle, notamment les jonctions adhérentes, dont la VE-cadhérine est le constituant majeur.
Cette cadhérine est exclusivement exprimée dans les cellules endothéliales et joue un réle clé au
cours de la formation du plexus vasculaire. Les cellules endothéliales expriment également une
autre cadhérine : la N-cadhérine. Bien que possédant une forte homologie structurale avec la VE-
cadhérine, celle-ci possede une localisation subcellulaire originale pour une cadhérine classique
puisqu’elle est localisée de maniére diffuse au niveau de la membrane. Dans le développement
vasculaire, elle pourrait ainsi permettre le recrutement des cellules murales par I'endothelium
conduisant a la stabilisation du vaisseau.

Mon travail de thése a été d’analyser les propriétés différentielles de ces deux cadhérines
dans la cellule endothéliale ainsi que le mécanisme d’exclusion jonctionelle de la N-cadhérine.
Nous avons montré que la VE- et la N-cadhérine interagissent similairement a I'a- et a la f3-
caténine mais a l'inverse, p120 caténine lie préférentiellement la VE-cadhérine. Cette propriété
confere & la VE-cadhérine la capacité d’exclure la N-cadhérine de la jonction interendothéliale.
D’autre part, nous avons montré qu’une petite proportion de la VE-cadhérine est enchassée dans
des microdomaines riches en cholestérol : les radeaux lipidiques, a laquelle p120 est trés
fortement associée. Cette fraction pourrait représenter un pool de VE-cadhérine assurant la
stabilité de la jonction et le maintien de la force cohésive entre cellules endothéliales.

Nous avons également montré dans un modéle de différenciation cellulaire dérivé des
cellules ES murines (embryonic stem cell), que I'expression de la VE-cadhérine était nécessaire a
I'expression d’autres genes endothéliaux : PECAM, FIk-1 et Tie-1. La VE-cadhérine exercerait un
contr6le transcriptionel de I'expression de ces génes mais le mécanisme exact de régulation n'a
pas pu étre décrypteé.

L’ensemble de ce travail permet donc de montrer un autre visage de la VE-cadhérine dans
la biologie de I'endothelium qui serait de réguler des protéines-clé de I'endothelium.

Mots-clés :
Cellules endothéliales, VE-cadhérine, N-cadhérine, angiogenése, p120 caténine, radeaux
de cholestérol, PECAM.






ABSTRACT

Differential properties of N- and VE-cadherin in vascular endothelium

Endothelium integrity is maintained by junctional adhesion structures, in particular
adherens junctions. Classical cadherins are the main molecule belonging to these structures. Two
classical cadherins are expressed in the endothelium. First, the vascular endothelial cadherin or
VE-cadherin is only expressed in endothelial cells and located to adherens junctions. Several
studies have shown that this molecule is strictly necessary during vascular development. The
second classical endothelial cadherin is represented by the neural cadherin or N-cadherin.
Contrary to classical cadherins, the endothelial N-cadherin shows diffuse location on the entirely
cell surface and interacts with mural cells for vessel stabilization. Moreover, its role in angiogenic
process is still debated.

The purpose of our study was to decipher the differential role of N- and VE-cadherin in
endothelial cells and during angiogenesis. We have shown that VE-cadherin was able to organize
and displace N-cadherin location on the cell surface. Moreover, VE-cadherin binding to p120
catenin is required for N-cadherin junctional exclusion. Furthermore, endothelial lipid rafts,
known to organize classical cadherin at the membrane, contain exclusively VE-cadherin, where it
specifically binds p120 catenin. So, this protein complex could form a platform that stabilizes
cadherin at the cell membrane and in the same way, strengthens intercellular interactions.

Also, we have found that three endothelial genes : PECAM, Flk-1 and Tie-2, could be
transcriptionally controlled by VE-cadherin in a ES cell-derived endothelial differential model.
We didn’t found this molecular mechanism but, a cross talk between the VE-cadherin dependant
PECAM regulation and adherens molecule to extracellular matrix is possible.

In the end, we characterized a new role of VE-cadherin. This adherent molecule might be
crucial to endothelium biology, especially in the control of important endothelial proteins.

Key words:
Endothelial cells, VE-cadherin, N-cadherin, angiogenese, p120 catenin, lipid raft,

PECAM.
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INTRODUCTION






Les vaisseaux sanguins possedent, au niveau de leur face interne, une monocouche
cellulaire qui est en contact direct avec le sang et appelée endothelium vasculaire. Ce tissu se
compose de cellules endothéliales et joue un réle fondamental dans la biologie du vaisseau
puisqu’il permet, entre autres, de contenir le sang tout en autorisant le passage de cellules ou
I'échange de substance nutritive avec le milieu extérieur. Le passage de molécules est possible
grace une régulation précise de I'écartement des cellules endothéliales entre elles, qui est sous le
controle direct de structures composées de molécules d’adhérence. Parmi ces structures, la
jonction adhérente, dont le composant moléculaire central est la cadhérine classique, occupe une
place importante dans le contrdle de la perméabilité vasculaire. L’endothelium exprime des
cadhérines classiques dont les deux principales sont la VE-cadhérine et la N-cadhérine. La
premiere est spécifique des cellules endothéliales alors que la seconde est présente dans d’autres
types cellulaires. Brievement, ces deux cadhérines possédent un domaine extracellulaire composé
de 5 domaines répétés de type cadhérine, un unique domaine transmembranaire leur permettant
d’étre enchassées dans la membrane et un domaine cytoplasmique comportant des sites de liaison
a des partenaires cytoplasmiques extrémement conservés comme les caténines a-, -, y-caténine
et p120. La N- et la VE-cadhérine ne présentent, cependant, pas la méme localisation
subcellulaire. La N-cadhérine endothéliale présente une localisation subcellulaire originale pour
une cadhérine classique. Contrairement a la N-cadhérine non-endothéliale et a la VE-cadhérine
qui s’observent a la jonction intercellulaire, sa localisation membranaire est diffuse (Salomon et
al, 1992) (Navarro et al., 1998) (Jaggi et al., 2002). Par ailleurs, la VE- et la N-cadhérine
endothéliale possédent des fonctions globales différentes dans le développement vasculaire. La
VE-cadhérine est la molécule clé dans des étapes précoces de la formation du plexus vasculaire.
La N-cadhérine serait plutdt impliquée dans des étapes plus tardives notamment au cours de la
stabilisation du réseau vasculaire. Par conséquent, méme si ces deux cadhérines possédent une
structure globale relativement similaire, ceci ne semble pas étre suffisant pour qu’elles excercent
des fonctions proches dans I'endothelium vasculaire.

Mon travail de these a donc consisté a I'analyse de ces deux cadhérines endothéliales
notamment en étudiant et en décryptant les propriétés respectives de la N- et de la VE-cadhérine
au sein de I'endothelium vasculaire et au cours de I'angiogenése. Dans une introduction
bibliographique, ma these récapitule toutes les données obtenues depuis des années concernant
ces deux cadhérines.

Mon travail de recherche a consisté, dans un premier temps, a étudier la localisation
subcellulaire des deux cadhérines ainsi que les mécanismes moléculaires régissant ces
localisations. Les résultats obtenus ont permis de mettre en lumiere le rdle important de la liaison

de p120 a la VE-cadhérine dans la régulation de la localisation de la N-cadhérine. Egalement,
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pour la premiere fois, I'association d’un pool de VE-cadhérine aux radeaux de cholestérol, connus
pour organiser les molécules de cadhérines dans des cellules myoblastiques ou épithéliales, a été
mise en évidence. Ces résultats font I'objet d’une publication en cours de soumission dans le
journal scientifique : Experimental Cell Research. Des résultats complémentaires ont permis de
montrer une association différentielle d’'une phosphatase : SHP-2 aux deux cadhérines. Cette
association pourrait avoir une signification particuliére dans la biologie vasculaire. Par ailleurs, le
role spécifique de domaines protéiques de la N- par rapport a la VE-cadhérine au cours de
I'angiogenese a été étudié. Deux régions de la VE-cadhérine potentiellement importantes pour sa
spécificité fonctionnelle : le domaine de liaison a la B-caténine et le domaine extracellulaire ont été
analysés. La stratégie que nous avons adoptée a été d’analyser I'activité angiogénique de cellules
endothéliales exprimant des molécules de VE- et de N-cadhérine mutantes au sein de modeles
d’angiogenese in vitro. Pour cela, des plasmides codant pour les molécules de VE- et de N-
cadhérine chimériques portant les deux domaines interchangés, nous ont permis de générer des
cellules endothéliales exprimant ces différentes cadhérines mutantes. Afin de tester I'activité
angiogénique des différentes cadhérines mutantes, nous avons également mis au point 3 modeles
d’angiogenese in vitro représentés par le modéle matrigel qui permet le développement de
structures précapillaires, le modele sphéroide qui permet de montrer la capacité qu’ont les cellules
a former des structures bourgeonnantes et enfin le modéle de vacuolisation qui permet d’analyser
la formation de la lumiére endothéliale par vacuolisation. Ce travail n’a malheureusement pas pu
aboutir car nous nous sommes heurtés a des taux de transfection des VE-cadhérines mutantes
trés bas qui ne nous ont pas permis d’obtenir des résultats interprétables.

Enfin, nous avons constaté, de maniére surprenante, le réle important de la VE-cadhérine
dans la régulation de I'expression de génes endothéliaux comme le gene PECAM, Flk-1 et Tie-1
et ceci au niveau transcriptionelle. Le mécanisme de régulation de I'expression de PECAM régit
par la VE-cadhérine a été étudié et constitue le dernier volet de resultats de ma thése. Nous avons
pu montrer que des régulations épigénétiques, comme I'acétylation des histones, n’étaient pas
responsables d’une telle régulation d’expression. Cependant, nous avons observé que ce n’était
pas la VE-cadhérine elle-méme qui contrdlait I'expression de PECAM mais plut6t I'adhérence a
la matrice extracellulaire. L’existence d’un dialogue croisé entre la VE-cadhérine et les molécules
d’adhérences a la matrice extracellulaire comme les intégrines pourrait étre envisagé pour

expliquer ces résultats.
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l. Le réseau vasculaire

A. Généralités

La formation du réseau vasculaire est un des événements les plus précoces au cours de
I'embryogenése et représente une étape importante pour la croissance de I'embryon. Ce réseau est
constitué de vaisseaux sanguins et de vaisseaux lymphatiques. Le réseau vasculaire s’organise sous
la forme d’une arborescence (Cf. : Figure 1). Les plus gros vaisseaux prennent naissance a la base
du cceur et deviennent de plus en plus petits et ramifiés a proximité des organes qu'ils irriguent.

Figure 1 : Schéma général de la circulation sanguine

(D’apres : http://www.pharmaxie.com/_phxcom/media/image/sante/circulation_sanguine.jpg)

Le réseau vasculaire est ici représenté en rouge et en bleu. Le rouge représente la circulation artérielle alors que le
bleu représente la circulation veineuse. Les gros vaisseaux partent du cceur, se rétrécissent et forment des capillaires

au niveau des organes a irriguer.

Les gros vaisseaux (artéres, veines) sont des tuyaux conducteurs du sang alors que les
petits vaisseaux que I'on nomme capillaires régulent le passage des molécules nutritives et des
déchets organiques. Du fait de fonctions variées, ces vaisseaux présentent d’importantes
différences morphologiques (Jain, 2003). Cependant une couche cellulaire que I'on nomme
endothelium tapisse la face interne des vaisseaux et constitue la structure de base de chaque

vaisseau. (Cf. Figure 1).




B. L’appareil circulatoire

1. Les arteres et les veines

Les artéres sont situées juste a la sortie du cceur et conduisent le sang du cceur aux autres
organes de I'organisme. Il existe deux types d'artéres. L’artere pulmonaire part depuis le
ventricule droit du ceeur et charrie un sang pauvre en oxygéne. Ce sang rejoint la microcirculation
pulmonaire et sera par la suite oxygéné au niveau des alvéoles pulmonaires. Les artéres
systémiques apportent le sang riche en oxygene et en nutriments vers les organes et sont
constituées de trois couches concentriques : I'intima, la média et I'adventice (Cf. Figure 2).

ARTERE VEINE

INTIMA

Endothelium
Membrane basale

Limitante élastique interne

MEDIA

Muscle lisse

Valvule

Limitante élastique externe

I ADVENTICE I

Fibre musculaire
Tissu conjonctif

f‘:'

Lumiére

Lumiére

Figure 2 : Anatomie de I'artéere et de la veine

(D’apres : http://bio.m2osw.com/gcartable/cardiologie/artereveincapil.gif)
L'artere et la veine sont des gros vaisseaux. lls présentent des structures communes : un endothelium, une membrane
basale, une couche de cellules musculaires lisses et une couche de fibres musculaires. L'artére posséde deux
structures particuliéres : la limitante élastique interne et externe. La fonction de ces vaisseaux est de lisser le flux

sanguin pulsatile pour I'artére et de propulser le sang gréace a ses valvules pour la veine

L’intima est en contact direct avec le sang et se compose d’un endothelium et d’un tissu
conjonctif lache. La média se constitue de fibres musculaire lisses, de fibres de collagéne et de
fibres d’élastine. Elle est limitée par une limitante élastique interne circulaire et par une limitante
élastique externe longitudinale. Cette structure est spécifique a I'artére et permet de lisser le flux



pulsatile & la sortie du cceur. La troisieme couche est I'adventice. Elle se caractérise par la
présence de fibres de collagéne et d’élastine ainsi que de cellules adipeuses.

A linverse, les veines assurent le retour veineux. Elles permettent le transport du sang
riche en oxygene des poumons vers le cceur mais également le retour du sang des organes
pauvres en oxygene vers le cceur. Bien que les veines présentent une organisation semblable aux
arteres, elles ne possedent pas de limitante élastique et contiennent des valvules qui imposent le
sens de circulation du sang et empéchent les retours. Les veines régulent le volume sanguin. Les
veines de la circulation systémique peuvent contenir en effet jusqu'a 70% du volume sanguin
total. Leur composante musculaire leur permet de mobiliser ce volume sanguin ce qui a pour

effet d'augmenter le remplissage du cceur et le volume d’éjection systolique.

2. Les capillaires

Les vaisseaux de plus petits diametres sont les vaisseaux sanguins les plus abondants de
I'arbre vasculaire. Ils sont composés d’une couche de cellules endothéliales surmontée d’une
couche de péricytes éparses (Cf. Figure 3).
Ces deux couches sont en contact grace a une lame basale sécrétée par les deux types cellulaires.
L'épaisseur de ces vaisseaux est tres fine, ce qui constitue un site d’échange privilégié de
nutriments entre le sang et les tissus. Le capillaire peut étre différent en fonction du type
d’organes qu'il perfuse. Cette différence est fonction de I'agencement des cellules endothéliales.
Le capillaire est dit « continu » lorsque les cellules endothéliales sont tres jointives. Ce type de
capillaire se retrouve dans le muscle et le cerveau.
Le capillaire est dit «fenestré » quand il est formé d'une couche de cellules endothéliales
beaucoup moins jointives. Le contact entre ces cellules est moins étroit et présente des pores. Le
rein et les glandes endocrines présentent ce type de capillaires.
Le dernier type de capillaire est le capillaire «discontinu» formé d’une couche de cellules
endothéliales et d’une lame basale discontinue. Le capillaire discontinu est observé dans le foie.



Capillaire sanguin

Cellule endothéliale

Péricyte

Figure 3 : Structure du capillaire sanguin

(D’apres (Jain, 2003))
Les capillaires sanguins sont formés d’'un endothelium surmonté de péricytes. Ils forment une barriere plus
perméable comparée a celle des gros vaisseaux et facilitent ainsi le passage de molécules.

3. Les vaisseaux lymphatiques

La pression sanguine engendre une fuite continue du plasma des capillaires vers I'espace
interstitiel. Ce liquide riche en protéines forme la lymphe. Le réseau lymphatique draine ce fluide
vers la circulation sanguine. Les vaisseaux lymphatiques sont formés d’une monocouche de
cellules endothéliales (Cf. Figure 4).

Celles-ci sont ancrées a la matrice extracellulaire grace a des filaments d’ancrage constitués
de filaments fins de collagene et ne sont pas recouvertes de péricytes. Les filaments d’ancrage
relient I'endothelium lymphatique au tissu de soutien environnant pour éviter le collapsus de la
lumiere lymphatique. Les vaisseaux lymphatiques contiennent des valvules placées a intervalle
régulier, ce qui permet le passage de la lymphe de maniére unidirectionnelle. La fonction
principale du systéme lymphatique est d’assurer la défense immunitaire de I'organisme. En effet,
il permet de drainer les agents pathogénes (les virus, les bactéries), les débris cellulaires, les
cellules cancéreuses mais aussi les cellules immunitaires comme les leucocytes et les cellules
présentatrices de I'antigeéne. Ces constituants passent alors dans les ganglions lymphatiques. Ces
structures concentrent les acteurs de la défense immunitaire et favorisent la rencontre des

antigénes avec les cellules immunitaires.
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Cellule endothéliale e

Valvules lymphatiques

Filaments d'ancrage

Figure 4 : Structure du vaisseau lymphatique

(D’apres (Jain, 2003))
Les vaisseaux lymphatiques transportent la lymphe. lls sont formés d’un endothelium qui est ancré a la matrice
extracellulaire par des filaments d’ancrage. Ces vaisseaux posseédent des valvules.

C. L’endothelium vasculaire

1. Présentation de I'endothelium et de ses principales fonctions

Au sein d'un vaisseau sanguin, I'endothelium est un tissu de type épithélial qui se
différencie des autres épithélia car il dérive du tissu mésodermique chez I'embryon. Les cellules
endothéliales sont généralement des cellules plates et polarisées. En effet, le pble apical
représente la face cellulaire en contact direct avec le sang tandis que le p6le basal de la cellule
repose sur une membrane basale. Les marqueurs protéiques spécifiques des cellules endothéliales
sont peu nombreux car le plus souvent redondants avec d’autres types cellulaires. Cependant, la
molécule d’adhésion des plaquettes et des cellules endothéliales (PECAM, Platelet Endothelial
Cell Adhesion Molecule-1) ainsi que la cadhérine endothéliale vasculaire (VE-cadhérine)
représentent deux molécules permettant de caractériser les cellules endothéliales. L’'endothelium
rempli trois principales fonctions biologiques. Tout d’abord, I'endothelium permet de contenir et
de canaliser le sang a l'intérieur des vaisseaux sanguins. Il permet également [I'échange des
substances nutritives avec le milieu extérieur. Il peut étre ainsi considéré comme un véritable
filtre moléculaire. La deuxiéme fonction de I'endothelium est le contrdle de la coagulation
sanguine. La cellule endothéliale inhibe la coagulation sanguine alors que la lame basale favorise
I'agrégation plaquettaire. Enfin, I'endothelium participe activement au contrdle de la
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vasomotricité. Les cellules endothéliales peuvent sécréter des hormones comme I'oxide nitrique

qui induit la relaxation de la couche musculaire vasculaire et une vasodilatation.

2. Description des différents types d’endothelium

Il est important de noter que la morphologie de la cellule endothéliale est différente
suivant le vaisseau sanguin considéré. Ces différences morphologiques coincident précisément
avec la fonction méme du vaisseau étudié. Ainsi il n’existe pas « un» endothelium mais « des »
endotheliums (Aird, 2007b) (Aird, 2007a).

a. L’endothelium des arteres et des veines

Les cellules endothéliales des arteres sont des cellules soumises a de fortes pressions
sanguines. Ceci a des répercutions sur la forme de la cellule. En effet, ce sont des cellules longues,
étroites qui ont un aspect étiré. De plus, les cellules ainsi que leurs noyaux sont alignés dans la
direction du flux sanguin (Cf. Figure 5). Les cellules endothéliales des veines ne présentent pas
une telle morphologie. Ce sont des cellules étroites, petites qui ne s'alignent pas en direction du
flux sanguin. Les cellules endothéliales des artéres et des veines ont cependant une organisation

similaire, elles sont trés jointives.

b. L'endothelium des capillaires

Les cellules des capillaires présentent a elles seules la plus grande diversité
morphologique. L’endothelium des capillaires est le seul endothelium qui permet le passage de
molécules et des cellules sanguines en situation physiologique. Ainsi, les cellules endothéliales
sont moins jointives et présentent des structures particulieres comme les organelles vesiculo-
vésiculaires (ou VVO), les canaux transendothéliaux et les cavéoles qui favorisent le passage
d’éléments sanguins. Les cellules de ces endotheliums peuvent également ne pas établir de
contacts (Cf. Figure 5).
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ARTERE VEINE

Cellules endothéliales
des veines

|Aspect des cellules endothéliales au sein des différents endothéliums des capillaires
Endothélium continu Endothélium discontinu
Non fenestré Fenestré

Cavéole y Canal TE ol TE Cavéole

AT Vouwr,~ i -
Cavéole

Cavéole  VVO Fenétre A mus“

Figure 5 : Représentation schématique des cellules endothéliales des artéres, des veines
et des capillaires

(D’aprés (Aird, 2007b))

Les cellules endothéliales des arteres sont des cellules allongées, prismatiques et orientées dans le sens de la
circulation sanguine. Les cellules endothéliales des veines sont des cellules moins allongées que les cellules
endothéliales des arteres. Les cellules endothéliales des capillaires présentent des structures qui les caractérisent
comme les cavéoles, le canal transendothélial (ou canal TE) et les organelles vesiculo-vésiculaires (VVO, Vesiculo-
Vacuolar Organelle). Ces structures rendent I'endothelium plus perméable. La disposition des cellules permet de
classifer I'endothelium ainsi formé. L’endothelium continu est un endothelium plus jointif et peut étre fenestré ou
non fenestré. L'endothelium discontinu est I'endothelium le plus perméable.

D. Formation de I’endothelium et des vaisseaux sanguins

1. Développement embryonnaire

La croissance d’'un embryon est dépendante de la formation d’un plexus vasculaire
fonctionnel. La formation des vaisseaux sanguins au cours du développement embryonnaire
dépend de trois processus biologiques successifs (Cf. Figure 6). La vasculogenése est la premiére
étape de la formation du vaisseau. Elle assure non seulement la différenciation de cellules
d’origine mésodermique en cellules endothéliales mais induit également la formation d’un réseau
vasculaire primaire a partir des cellules endothéliales alors différenciées. L’angiogenése est I'étape

qui suit la vasculogenese. Elle permet I'extension du réseau vasculaire primitif. Ainsi de nouveaux
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vaisseaux sont formés a partir des vaisseaux préexistants. Le réseau vasculaire subit par la suite

des étapes de maturation qui permettent de le stabiliser.

Différenciation
cellulaire et
plexus vasculaire Extension du Stabilisation du
primaire résean vasculaire réseau vasculaire
I Vasculogenése II Angiogenése 11T Maturation

Figure 6 : Schéma des différentes étapes de la formation du réseau vasculaire

La formation du réseau vasculaire se caractérise par trois étapes principales. La vasculogenése permet la
différenciation de cellules précurseurs en cellules endothéliales qui s’organisent par la suite en réseau vasculaire
primaire. L'angiogenése permet I'extension du plexus vasculaire primaire. Ce réseau subit une étape de maturation
qui permet ainsi la stabilisation du réseau vasculaire

a. La vasculogenése

Le sac vitellin est le premier site de vasculogenése. Ce site renferme des il6ts sanguins
formés d’hémangioblastes. Ces cellules sont les précurseurs cellulaires communs aux cellules
endothéliales et aux cellules hématopoiétiques. Sous l'impulsion de facteurs de croissance
environnants, ces cellules entament des processus de différenciation. En effet, les
hémangioblastes a la périphérie des iléts sanguins se différencient en angioblastes (Cf. Figure 7).
Ces cellules donnent les cellules endothéliales et se connectent entre elles pour former le premier
réseau de capillaires. Les cellules qui se trouvent alors a I'intérieur du capillaire primaire sont les
cellules précurseurs des cellules hématopoiétiques. Une fois différenciées, les cellules
endothéliales forment la lumiere endothéliale. Chez les embryons de poissons zébres mais
également dans des modéles de tubulogenese in vitro, la lumiére endothéliale se forme a partir de
la fusion de petites vésicules intracellulaires formees au sein des cellules endothéliales (Kamei et
al., 2006) (Yang et al., 1999) (Koh et al., 2008). Ceci permet la création d’un « trou » a I'intérieur
de la cellule formant I'ébauche de la lumiére endothéliale. Cependant, récemment, un autre
mécanisme de la formation de la lumiére endothéliale a été décrit in vivo chez I'embryon de souris
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et chez I'embryon de poisson zébre (Blum et al., 2008) (Strilic et al., 2009). Dans ce modéle, la
lumiere de l'aorte se constitue a partir de vésicules extracellulaires qui se forment au point de
contact entre les cellules endothéliales adjacentes. La cadhérine endothéliale vasculaire (ou VE-
cadhérine pour Vascular Endothelial-cadherin) et le facteur A de croissance vasculaire des cellules
endothéliales vasculaire (VEGF-A pour Vascular Endothelial Growth Factor-A) semblent étre les
deux principales molécules pilotant ce mécanisme (Strilic et al., 2009). Ce modele ne remet pas en
question le précedent, mais constituerait un mécanisme additionnel a la formation de la lumiére

endothéliale.

Figure 7 : Etapes de la vasculogenese

Au sein des iléts sanguins, les hémangioblastes (A) se différencient en deux types cellulaires : les angioblastes et les
cellules précurseurs des cellules hématopoiétiques. Les angioblastes sont les précurseurs des cellules endothéliales et
sont présentes a la périphérie des ilots (B et C). Les cellules encerclées par les angioblastes sont les cellules
précurseurs des cellules hématopoiétiques (B et C). Cette organisation cellulaire permettra la formation d'un réseau
vasculaire primaire (D).

Au sein de I'embryon, la vasculogenése forme la circulation extra-embryonnaire du sac
vitellin, le cceur primitif ainsi que le plexus vasculaire primaire propre a I'embryon comme l'aorte
dorsale, les veines vitellines. Le bon déroulement de la vasculogenese dépend de nombreux
facteurs. Le facteur de croissance fibroblastique (FGF, Fibroblast Growth Factor) ainsi que le
VEGF sont impliqués dans la phase précoce de la vasculogenese car ils permettent la
différenciation des hémangioblastes. Le récepteur 2 au VEGF (VEGFR-2, Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor-2 également appelé Flk-1) est important pour la survie des
hémangioblastes. En effet, les embryons de souris déficients en VEGF-R2 ne développent ni
réseau vasculaire ni aucune cellule hématopoiétique suggérant que les deux lignées sont touchées
(Shalaby et al., 1995). Plus tard, [I'expression progressive de molécules d'adhérence
interendothéliale comme la VE-cadhérine, les connexines et I'occludine permet la mise en place
de structures aboutissant a la stabilisation du capillaire primaire (Ribatti et al., 2009). Des facteurs
comme les récepteurs aux angiopoietines : Tie-1 et Tie-2 ainsi que la molécule de signalisation
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Hedgehog sont importants au cours de la phase tardive de la vasculogenése, notamment au cours
de la stabilisation du capillaire primaire. En effet, les embryons murins déficients en Tie-1 et Tie-
2 ainsi que les embyons de poulet déficients en protéine Hedgehog, présentent des structures
vasculaires fortement désorganisées (Sato et al., 1995) (Vokes et al., 2004).

b. L’'angiogenése

L’angiogenése permet d’étendre le réseau vasculaire primitif résultant de la vasculogenése.
Cette extension de réseau se matérialise par deux processus distincts: I'angiogenese par
bourgeonnement de structure endothéliale et la croissance microvasculaire intussusceptive (IMG,

Intussusceptive Microvascular Growth).

@ L’angiogenése par bourgeonnement

L’angiogenése par bourgeonnement, comme son nom lindique, consiste en la formation
de structure endothéliale bourgeonnante allant se connecter au vaisseau voisin. Le
bourgeonnement des capillaires fut observé pour la premiére fois en 1895 au sein de la
membrane chorio-allantoide chez le poulet.

Le processus de bourgeonnement fait intervenir plusieurs étapes successives. Tout
d’abord, la membrane basale des cellules endothéliales est localement dégradée par des
collagénases ou des métalloprotéases ce qui permet aux cellules de se dégager du vaisseau et de
migrer en direction du stimulus angiogénique (Cf. Figure 8). La migration des cellules
endothéliales soumises a des stimuli angiogéniques est assurée principalement par des molécules
d’adhérence a la matrice extracellulaire (MEC) comme les intégrines. L’intégrine spécifique de
cette migration est l'intégrine avp5 (Eliceiri and Cheresh, 1999). Par la suite, ces cellules
s'alignent suivant un mode bipolaire et forment la lumiére endothéliale. Le mécanisme de
formation de la lumiére endothéliale reste encore inonnu. Cependant il semblerait qu'elle se
forme a partir de la fusion de vésicules intracellulaires et intercellulaires (Kamei et al., 2006)
(Baldessari and Mione, 2008).
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Matrice extracellulaire

Figure 8 : Représentation des différentes étapes de I'angiogenése par bourgeonnement.

Les cellules endothéliales forment des vaisseaux sanguins et reposent sur une matrice extracellulaire (A). Suite a un
stimulus angiogénique, les cellules endothéliales dégradent cette matrice, changent d’aspect, commencent a migrer et
forment un bourgeon endothélial (B). Les cellules « meneuses » des bourgeons sont appelées tip cells (C). Elles

dirigent les vaisseaux au cours de leur formation et permettent I'interconnection entre deux vaisseaux (D).

Le VEGF et plus précisement le VEGF-A est la molécule clé de I'angiogenése
notamment au cours de la migration et la prolifération des cellules endothéliales. En effet, ce
facteur de croissance spécifique des cellules endothéliales agit comme un agent chimioattractant
et permet I'assemblage correct des cellules endothéliales en tubes (Keyt et al., 1996) (Carmeliet
and Collen, 1999). De plus, il semblerait que I'angiopoiétine-2 (Ang-2) module la fonction du
VEGF et favorise ainsi le bourgeonnement endothélial (Maisonpierre et al., 1997). Le VEGFR-1
est une autre molécule indipensable pour I'angiogenese car il permet le remodelage actif du
plexus vasculaire. Les souris déficientes pour le VEGFR-1 présentent en effet, un réseau
vasculaire restreint (Fong et al., 1995). Le VEGFR-2 semble étre important dans I'orientation des
cellules de I'extrémité des capillaires en croissance appelée « tip cells ». Au bout de ces « tip cells »,
de nombreux filopodes se forment et le blocage de I'activité du VEGF-R2 par des anticorps
spécifiques inhibe la formation de ces filopodes (Gerhardt et al., 2003).

@ L’angiogenése « non bourgeonnante » ou IMG

La croissance microvasculaire intussusceptive (IMG) fut mise en évidence pour la
premiére fois a la fin des années 80 par I'équipe de Caduff. Ils observerent la formation de petits

trous au sein du réseau vasculaire pulmonaire de souris en développement (Caduff et al., 1986).
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L’'IMG se caractérise par la formation d’un pilier cellulaire central au sein méme d’un vaisseau

sanguin (Cf. Figure 9).

Cellules
endothéliales

T.amiére dn vaissean

Figure 9 : Etapes de I'angiogenése intussusceptive

Les cellules endothéliales s’organisent et forment des vaisseaux sanguins. Elles reposent sur une matrice
extracellulaire (A). Suite a une stimulation angiogénique, des cellules endothéliales forment a I'intérieur du vaisseau
un « pilier » cellulaire et synthétisent de la matrice extracellulaire (B). Ces cellules proliferent et forment par la suite

deux vaisseaux sanguins distincts (C).

En effet, les cellules endothéliales diamétralement opposées se rapprochent et entrent en
contact. Cette phase s'accompagne d’un remodelage important des jonctions interendothéliales.
A ce moment, le vaisseau posséde deux lumiéres. Ces deux lumiéres se séparent physiquement ce
qui permet la formation de deux vaisseaux distincts. Les mecanismes moléculaires qui contrdlent
ce processus restent encore non élucidés. Cependant, il semblerait que les récepteurs a activité
tyrosine kinase Tie-1 et -2 et les angiopoiétines jouent un réle fondamental pendant I'IMG
(Patan, 1998) (Williams et al., 2006).

c. Maturation et stabilisation du réseau vasculaire

Cette phase permet au réseau vasculaire alors en croissance de se stabiliser et de rentrer
dans une phase de quiescence. Cette étape est donc cruciale pour la stabilité du vaisseau. L'étape
de maturation est fréqguemment compromise au cours de pathologies, particulierement au sein de
la vasculature tumorale. Le programme de maturation du vaisseau est depuis longtemps associé
au recrutement de cellules d’origine mésenchymateuse (péricytes et cellules musculaires lisses, Cf.
Figure 10).
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Cellules endothéliales

Lumiére du vaisseau

Figure 10 : Stabilisation du vaisseau sanguin par le recrutement de cellules murales.

Suite a I'angiogenése, le réseau vasculaire a été ainsi étendu. Les cellules endothéliales forment les vaisseaux mais
cette organisation reste cependant instable (A). Les cellules endothéliales sécrétent alors des molécules qui
permettent le recrutement de cellules murales (B). Le recouvrement des cellules endothéliales par les cellules murales
stabilise ainsi le vaisseau sanguin (C).

Les péricytes recouvrent I'endothelium des capillaires, alors que les cellules musculaires
lisses entourent les vaisseaux de plus grand diamétre comme les arteres ou les veines et sont
séparés des cellules endothéliales par la membrane basale (Adams and Alitalo, 2007).

La migration des cellules murales vers le vaisseau sanguin ainsi que le recrutement et
I'incorporation de ces cellules dans le vaisseau sanguin en formation sont induits principalement
par une voie de signalisation faisant intervenir le recepteur 3 du facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGFR-, Platelet-Derived Growth Factor Receptor Beta) et son ligand: le PDGFB
(Platelet-derived growth factor subunit B). En effet, le PDGFB sécrété par les cellules
endothéliales des vaisseaux angiogéniques induit I'activation du PDGFR- porté par les cellules
murales. Ceci permet la migration des cellules murales en direction du site angiogénique et
favorise la prolifération des cellules murales (Hoch and Soriano, 2003) (Tallquist et al., 2003).
Cependant, bien que le recrutement des cellules murales au niveau de I'endothelium commence a
stabiliser le vaisseau néo-vaisseau, les contacts entre les cellules endothéliales et les cellules
murales restent encore fragiles. La protéine de la famille des protéines G : S1IP1 (récepteur a la
Sphingosine-1-Phosphate 1) permettrait le renforcement de I'interaction entre ces deux types
cellulaires en organisant la localisation de la N-cadhérine (Allende et al., 2003) (Paik et al., 2004).
En effet, SIP1 régule le trafic de la N-cadhérine précisément au niveau des contacts entre la
cellule endothéliale et la cellule murale, ce qui renforcerait I'interaction entre ces deux cellules. Le

role de la N-cadhérine dans la stabilisation des vaisseaux sera développé plus loin.
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2. Formation des vaisseaux sanguins chez I'adulte

Chez un individu adulte, les vaisseaux sanguins sont le plus souvent quiescents. Bien que
les cellules endothéliales adultes soient moins prolifératives, elles peuvent cependant et dans des
cas bien definis, former de nouveaux vaisseaux. Par exemple, I'angiogenése est notamment
réactivée au cours du cycle ovarien pour permettre la formation de I'endométre ou encore lors de
la cicatrisation d'un tissu. En dehors de ces phénomenes, la réactivation importante de
I'angiogenese est trés souvent associée a une pathologie : le cancer par exemple. La progression
tumorale dépend clairement du « switch angiogénique ». Les cellules tumorales ont la capacité de
sécréter toute une variété de molécules pro-angiogeniques comme le FGF et le VEGF-A qui, a
lui seul, peut initier I'angiogenése tumorale au sein d’'une vasculature quiescente. Les cellules
tumorales sécrétent d’autres membres de la famille du VEGF comme le VEGFC, le VEGFD.
Ces molécules induisent la formation de nouveaux vaisseaux soit par le recrutement de cellules
endothéliales proches du site tumoral ou bien par le recrutement de cellules progénitrices des
cellules endothéliales qui sont produites dans la moelle osseuse (Lyden et al., 2001) (Khakoo and
Finkel, 2005) (Kopp et al., 2008). Au sein de cet environnement pro-angiogénique créé par les
cellules tumorales, les cellules endothéliales sont perpétuellement stimulées et incapables de
former des vaisseaux stables. Ces vaisseaux sont en effet tortueux, hémorragiques et de forme
irréguliere. De plus, les péricytes sont trés peu associes a ces vaisseaux et ne peuvent donc plus
les stabiliser (Bergers and Benjamin, 2003).

3. Angiogenese et thérapies associées

Inhiber la formation des vaisseaux sanguins au sein de la tumeur est une piste
thérapeutique empruntée de nos jours. La molécule la plus populaire utilisée en thérapie anti-
angiogénique est I'Avastin. Cet anticorps monoclonal, créé par I'équipe de Ferrara (Etats Unis),
est un anticorps anti VEGF-A. L'effet de I'anticorps sur la vasculature peut paraitre surprenant
puisque le traitement induit une normalisation de la vasculature (Heath and Bicknell, 2009). Cette
normalisation est en fait bénéfique car elle favorise I'acheminement de molécules antitumorales
au site tumoral.

A contrario, dans certains cas, réactiver « artificiellement » I'angiogenese chez l'adulte
représente une thérapie essentielle pour sauver un membre de I'ischémie. Le traitement consiste
en l'injection de cellules endothéliales progénitrices isolées de la moelle osseuse du patient stimulé
par des cytokines ou des facteurs de croissances endothéliaux (Zampetaki et al., 2008) (Kirton
and Xu, 2010).
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En conclusion, la survie dun individu est donc strictement dépendante de la
vasculogeneése et de I'angiogenése qui permettent la formation d’un réseau vasculaire fonctionnel.
Au cours du développement, ce réseau permet la croissance des tissus via I'apport en éléments
nutritifs essentiels. La formation d’'un plexus vasculaire fonctionellement et structurellement
mature est régie par un contr6le spatiotemporel extrémement fin de facteurs pro- ou anti-
angiogéniques. Dans le cadre de I'angiogenése tumorale, cette balance est complétement
modifiée. Chez des patients atteints d’ischémie, la formation de nouveaux vaisseaux reste une
thérapie de choix pour sauver I'organe en question.
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1. Stabilité de la cohésion interendothéliale ; roles
des complexes jonctionnels

A. Structures jonctionnelles : généralités

Dans un organisme pluricellulaire, les cellules sont rattachées entre elles par diverses
structures membranaires spécialisées qui assurent ainsi une cohésion de I'ensemble du tissu. Le
role cohésif de ces structures jonctionnelles a une importance capitale au sein de tissu. Elles
forment ainsi une barriére perméable avec I'environnement. L’épithélium et I'endothelium sont
deux exemples qui illustrent parfaitement cette idée. Ces deux barriéres naturelles permettent
respectivement de compartimentaliser les tissus entre eux ou de séparer le sang des tissus sous-
jacents.

En plus de leur role adhésif, ces plateformes peuvent étres modulables et deviennent de
véritables structures de signalisation, modifiant profondément la biologie de la cellule. Les
structures  d’attachement sont matérialisées par diverses molécules d’adhérence
transmembranaires. Le plus souvent ce sont les mémes protéines de deux cellules voisines qui
interagissent et permettent ainsi une liaison homophilique. Les molécules d’adhérence de
I'épithélium ont été les premiéres étudiées et restent encore les mieux décrites. Elles constituent
ainsi un modele de référence. Les molécules d’adhérence épithéliales s’organisent de maniére
précise le long de la jonction ce qui confeére a la cellule sa polarité. La premiere structure qui se
trouve du c6té le plus apical est la jonction serrée ou jonction étanche (Cf. Figure 11).
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Figure 11 : Organisation des structures d’adhérence le long du contact intercellulaire.

(adapté de : http://www.bio.miami.edu/~cmallery/150/cells/junctions.jpg)

Les cellules établissent des contacts intercellulaires qui sont organisés en plateforme d’adhérence. La jonction serrée
se situe du c6té le plus apical des contacts intercellulaires. La jonction adhérente, le desmosome et les jonctions

communicantes sont d’autres structures qui permettent le maintien de la cohésion intercellulaire.

Cette structure est suivie d’une jonction adhérente, de desmosomes répartis le long de la
membrane basolatérale jusqu'au péle basal. De plus, d’autres structures assurent des échanges
entre cellules par la création de pores communicants entre cellules adjacentes : ce sont les
jonctions communicantes (ou gap junction). Bien que I'endothelium présente de nombreuses
similarités avec [I'épithélium, l'organisation des structures jonctionnelles interendothéliales
présentent une hiérarchie différente. Tout d’abord, les cellules endothéliales ne possedent pas de
desmosomes. De plus, les jonctions serrées et les jonctions adhérentes sont moins organisées et
peuvent se superposer suivant le type d’endothelium étudié (Dejana et al., 2009).
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B. La jonction serrée (TJ) interendothéliale

1. Présentation de la jonction serrée

La jonction serrée appelée également jonction imperméable est essentielle dans le
maintien de la cohésion cellulaire. Elle empéche la diffusion de molécules présentes dans la
lumiere jusqu’aux tissus sous-jacents et restreint la fuite des lipides et des protéines entre le pdle
apical et basolateral de la membrane plasmique (Harhaj and Antonetti, 2004). Cette structure se
localise du cété apical de la membrane et peut étre facilement visualisée en microscopie
électronique puisqu’elle est dense aux électrons (Cf. Figure 12). La jonction serrée donne
l'illusion d’une fusion des membranes de deux cellules voisines. Elle est principalement composée
de trois différentes familles de protéines transmembranaires : les molécules de la famille des
claudines incluant I'occludine, des molécules d’adhérence de la jonction (JAM, Junctional
Adhesion Molecules) et les ESAM, molécules d’adhérence sélectives des cellules endothéliales
(Endothelial cell-Selective Adhesion Molecules). Des protéines adaptatrices peuvent interagir

avec ces protéines transmembranaires.

1/ Aspect morphologique de la
jonction serrée

.« \
/ | \

Jonction
| serrée ».

Cellule1 |/ Cellule 2

2/ Principales molécules dela N

jonction serrée
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N %
c m-
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c“l JAM

Figure 12 : Présentation de I'organisation et des principales molécules de la jonction

serrée.

(adapté de (Kobielak and Fuchs, 2004))

La jonction serrée est une structure adhérente se situant du c6té apical de la cellule. Elle est caractérisée par la

présence de différentes molécules transmembranaires comme la claudine, I'occludine et la molécule JAM (les

molécules ESAM font également partie de la jonction serrée mais ne sont pas représentées sur ce schéma).
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2. Les principales molécules de la jonction serrée

a. Les claudines

Les molécules de la famillle des claudines sont les protéines majeures de la jonction
serrée. Elles sont capables de former des interactions homophiliques ou hétérophiliques avec
d’autres sous types de claudine. 1l existe 20 claudines différentes, cependant chaque claudine est
spécifique d’'un tissu en particulier. Elles présentent toutes la méme structure et ont des
similarités structurales avec l'occludine. Deux boucles forment la région extracellulaire de la
claudine. La partie extracellulaire et plus précisément sa structure tri-dimensionnelle régule le
passage des solutés au travers de la monocouche de cellules. La région extracellulaire est suivie
d’'une région transmembranaire et d'une queue cytoplasmique qui permet la liaison avec des
partenaires protéiques comme les protéines ZO-1, ZO-2, ZO-3 (Zonula Ocludens), MUPP1
(Multi-PDZ Protein 1), PATJ (PALS1-associated TJ protein).

Au sein de I'endothelium, les structures jonctionnelles & base de claudine régulent le
mouvement d’ions paracellulaires (Wallez and Huber, 2008). La claudine la plus abondante dans
I'endothelium est la claudine-5. Elle est présente de maniére ubiquitaire le long de I'arbre
vasculaire, bien que plus exprimée au sein des cellules endothéliales de la barriere hémato-
encéphalique. Sa fonction a été mise en évidence par des expériences d’invalidation génique chez
la souris. Les souris déficientes se développent normalement mais meurent peu de temps apres
leur naissance. De maniere surprenante, la déficience en claudine-5 ne modifie pas la structure
des jonctions serrées, qui, cependant, deviennent plus perméables pour des petites molécules
(Nitta et al., 2003). Trés récemment, il a été mis en évidence que I'endothelium pouvait exprimer
d’autres claudines comme les claudine-1, -3 (Neuhaus et al., 2008), -11 (Wessells et al., 2009), et -
12 (Belanger et al., 2007).

b. L’occludine

La molécule d’occludine est historiqguement la premiére protéine mise en évidence au sein
des jonctions serrées. Cette protéine posséde quatre domaines transmembranaires qui forment
deux boucles extracellulaires de taille similaire. La premiéere bouble est impliquée dans I'adhérence
intercellulaire alors que la deuxieme est responsable de la résistance éléctrique transendothéliale.
Trois domaines cytoplasmiques terminent la molécule. La partie intracellulaire est
remarquablement conservée entre les especes et interagit avec des partenaires cytoplasmiques
comme la protéine ZO-1 ce qui lui permet d’étre reliée au cytosquelette d’actine. Elle interagit
également avec les protéines ZO -2 et -3 ainsi qu'avec une molécule des jonctions
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communicantes, la connexine-32. L’occludine s'associe a d’autres protéines intracellulaires des
jonctions adhérentes comme VAP-33 (pour VAMP associated protein) (Lapierre et al., 1999).
Cette protéine serait capable de réguler la localisation de I'occludine. La technique de double
hybride a pu mettre en lumiére d’autres partenaires potentiels cytoplasmiques de la molécule
d’occludine comme la PKC-¢ (Protéine Kinase C-(), la tyrosine kinase c-YES et la protéine p85
(Nusrat et al., 2000a). L’occludine n’est pas essentielle a la formation de la jonction serrée mais
renforce la cohésion intercellulaire. En effet, les souris déficientes pour cette protéine présentent
des jonctions serrées correctement formées (Saitou et al., 2000). Cependant, ces souris montrent
un retard de croissance postnatale et présentent de nombreuses anomalies au sein de plusieurs
tissus (inflammation, calcification du cerveau, atrophies testiculaires). D’autres protéines de la
jonction serrée seraient alors capables de compenser I'absence d’occludine. Chez 'homme, la
perte d’expression de I'occludine est associée a plusieurs pathologies. Une dissociation de la
barriere hémato-encéphalique est alors remarquée, ce qui prouve que I'occludine augmente la

force d'interaction entre les cellules endothéliales.

c. Les protéines JAM

Les molécules d’adhérence jonctionnelles (JAM, Junction Adherent Molecules) sont des
protéines appartenant a la superfamille des immunoglobulines. Le domaine extracellulaire est
formé de deux boucles de type immunoglobuline, suivi d’un passage transmembranaire. Leur
domaine intracellulaire leur permet d’interagir avec différentes protéines telles que ZO-1, AF-6 et
ASIP (Agouti Signaling Protein). Ce sont des protéines localisées a la jonction intercellulaire des
cellules endothéliales mais également de certains épithelia polarisés. Les cellules circulantes
comme les leucocytes et les plaquettes expriment également cette molécule.

3 types de JAM existent : JAM-A, -B et -C (Bazzoni, 2003)).

JAM-A se localise a proximité des jonctions serrées. Cette protéine est exprimée a la surface des
cellules endothéliales, des plaquettes et des cellules du systéme immunitaire (neutrophiles,
monocytes et lymphocytes).

JAM-C présente également une expression variée au sein du systéme vasculaire : elle est présente
sur les cellules endothéliales vasculaires, les cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques et
également sur les plaquettes, les Natural Killer (NK) et les cellules dendritiques.

JAM-B a une distribution plus restreinte puique présente uniquement sur certains types de
vaisseaux. En effet, elle se localise a la jonction des cellules endothéliales de différents vaisseaux.
Elle est neanmoins surtout exprimée au sein des cellules endothéliales qui constituent les veinules
a haut endothelium ou HEV (High Endothelial Venules). Ces veinules post-capillaires sont le lieu

de passage des cellules lymphoides de la circulation vers le systeme lymphoide et les tissus.
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Les molécules JAM exercent des interactions homophiliques, mais peuvent s’associer a
d’autres protéines, notamment les intégrines présentes a la surface des cellules du systeme
immunitaire comme les leucocytes. Ainsi, JAM-A permet I'adhésion du leucocyte sur la cellule
endothéliale et facilite ainsi la transmigration leucocytaire. De plus, les protéines JAM sont
également capables d’induire I'activation plaquettaire en les immobilisant a la surface des cellules
endothéliales stimulées par des agents pro-inflammatoires.

d. La molécule ESAM

La molécule ESAM est une protéine qui appartient a la superfamille des
immunoglobulines. Cette protéine engendre des liaisons de type homophilique et calcium
dépendante entre cellules endothéliales voisines. Elle est uniquement exprimée dans
I'endothelium vasculaire et dans les plaquettes activées.

Son réle pendant le développement vasculaire présente quelques contradictions. En effet, bien
que cette molécule d’adhérence ne soit pas essentielle a la formation des vaisseaux chez les souris
déficientes en ESAM puiqu’elles présentaient une vasculature comparable aux souris sauvages, in
vitro, les cellules endothéliales issues des souris déficientes en ESAM n’étaient pas capables de
s’organiser en tube sur une matrice de matrigel (Ishida et al., 2003).

Néanmoins, dans un contexte tumoral in vivo, cette protéine semble étre important pour la
formation de vaisseaux tumoraux. Les tumeurs induites dans des souris déficientes en ESAM
sont moins vascularisées que les tumeurs implantées chez des souris sauvages. Ce phénomene
s’explique par une mauvaise stabilisation des contacts cellulaires et une mauvaise cohésion des
cellules endothéliales. Les cellules endothéliales ESAM -/- ont de grandes difficultés a migrer en
présence de sérum ou en présence de FGF.

Enfin, il a été montré que ESAM joue un rble dans I'extravasation précoce et spécifique des
neutrophiles a travers la barriere endothéliale (Wegmann et al., 2006)).
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C. Molécules d’adhérence n’appartenant pas a une structure

jonctionnelle particuliére

Bien que certaines protéines soient concentrées au niveau des contacts interendothéliaux,
ces protéines ne sont pas considérées comme appartenant a une structure jonctionelle
particuliére. La protéine PECAM et la protéine S-endo-1 sont deux protéines illustrant

parfaitement ces observations.

1. PECAM

a. Structure moléculaire de PECAM

PECAM, également appelée CD31, est une molécule d’adhérence transmembranaire de
130 kDa appartenant également a la superfamille des immunoglobulines. Au cours du
développement, PECAM est exprimée a des stades précoces dans le blastocyste, dans les
angioblastes et dans les flots sanguins du sac vitellin. Son expression persiste tout au long du
développement embryonnaire. Chez l'adulte, PECAM est principalement exprimée par les
cellules endothéliales. Cette protéine constitue donc un excellent marqueur protéique des cellules
endothéliales. Cependant, elle est également exprimée sur d’autres types cellulaires comme les
leucocytes et les plaquettes (Newman and Newman, 2003). PECAM est localisée au niveau des
contacts intercellulaires mais également au niveau du pdle apical de la cellule. Cette molécule peut
s’engager aussi bien dans des interactions homophiliques entre cellules endothéliales voisines
grace a son domaine extracellulaire que dans des interactions hétérophiliques avec I'intégrine
avp3, la molécule CD38 (ADP ribose nuclease) et la protéine CD177 (NB-1), exprimée par un
sous-type de leucocyte. Grace a un mécanisme d'épissage alternatif, différentes isoformes de
PECAM existent. Chez I'homme, I'isoforme majoritaire est représentée par la forme entiére alors
que chez la souris la forme tronquée pour I'exon 14 et 15 est la forme majoritaire. Ces isoformes
possedent des propriétés adhésives différentes (Sheibani et al., 1999) et pourraient présenter des
fonctions spécifiques au cours du développement vasculaire. En effet, il a été montré qu'il existe
une expression différentielle des diverses isoformes au cours de l'organisation du réseau
vasculaire (Wang et al., 2003).

PECAM est capable de transmettre des signaux intracellulaires qui sont principalement
régulés par son domaine cytoplasmique contenant deux motifs ITIMS (Immunoreceptor
Tyrosine Inhibitory Motifs). Chaque ITIM porte un résidu tyrosine pouvant étre phosphorylé

(Biswas et al., 2003). Ces motifs sont des points d’ancrage pour diverses molécules signalétiques
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comme des tyrosines phosphatases SHP-1 ou SHP-2 (Src Homology Phosphatase 1, Src
Homology Phosphatase 2). Elle interagit également avec les caténines : la - et la y-caténine (Cf.

Figure 13).

Figure 13 : Représentation schématique de la structure de la protéine PECAM.

(D’aprés (llan and Madri, 2003))
Le domaine extracellulaire (en vert) est formé de 6 domaines de type Ig répétés.
Le domaine intracellulaire (en rose) est formé généralement de 7 motifs (10 a 16), qui correspondent aux différents
exons du gene. Les domaines 13 et 14 contiennent les domaines ITIM qui une fois phosphorylés interargissent avec
SHP-2. L'exon15 code le domaine de liaison a la B-caténine phosphorylée et I'exon 13, celui responsable de la laison

a la y-caténine.

b PECAM et ses partenaires cytoplasmiques

® B-caténine et SHP-2

A la suite d’un traitement au VEGF, la forme phosphorylée de la -caténine est capable
d’interagir avec le domaine intracellulaire de PECAM. PECAM constituerait ainsi un réservoir de
B-caténine phosphorylée (llan et al., 1999). Ceci pourrait alors éviter la dégradation de la f3-
caténine par le protéasome ou bien la translocation de la caténine dans le noyau, lieu ou elle
exerce son role de co-facteur de transcription (voir session « 3-caténine » page 30 de la partie D,

2, b). L'interaction entre PECAM et la B-caténine peut étre régulée par la phosphatase SHP-2. En
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effet, le domaine de liaison a la B-caténine est trés proche de celui de SHP-2. SHP-2 pourrait
alors moduler la formation du complexe p-caténine phosphorylée/PECAM. Une fois

déphosphorylée, la B-caténine libre pourrait participer a de nouvelles jonctions adhérentes
(Biswas et al., 2006).

& y-caténine

PECAM peut également lier la y-caténine. L’interaction est possible uniquement lorsque
PECAM est phosphorylée, de préférence sur des résidus sérine ou thréonine (llan et al., 2000).
Cette phosphorylation est effectuée via l'activation de la Protéine Kinase C (PKC). La
phosphorylation induit alors un changement de localisation de la y-caténine nucléaire, qui peut

alors étre transloquée du noyau vers les jonctions intercellulaires. Le recrutement de la y-caténine
permet l'interaction indirecte de PECAM avec la desmoplakine, ce qui permettrait & PECAM
d’étre reliée aux filaments intermédiaires comme les filaments intermédiaires de vimentine (llan
and Madri, 2003). Ce phénoméne permettrait la formation d’un lien physique entre la surface
cellulaire et I'enveloppe nucléaire (Ilan et al., 2000). Egalement, I'interaction entre PECAM et la
y-caténine pourrait jouer un autre role. En effet, comme pour la R-caténine, la y-caténine est
décrite comme étant un co-facteur transcriptionel (Maeda et al., 2004) (Shimizu et al., 2008).
Ainsi, liée a PECAM, elle serait donc séquestrée par cette derniere et ne pourrait plus assurer son

réle dans I'expression génique.

c. Fonction de la protéine PECAM

@ Rodle de PECAM dans I'angiogenese

In vitro, plusieurs études ont mis en évidence un réle fort de PECAM dans I'angiogenese.
En effet, les cellules déficientes en protéine PECAM ou traitées avec des anticorps dirigés
spécifiquement contre PECAM perdent leur capacité a former des structures vasculaires in vitro
(DeLisser et al., 1997) (Cao et al., 2002) (Solowiej et al., 2003) (Dimaio et al., 2008). De plus, cette
molécule d’adhérence joue un réle clé au cours de la migration des cellules endothéliales (Cao et
al., 2009) (O'Brien et al., 2004). D’une part, il a été montré que PECAM, en recrutant SHP-2 & la
membrane, induirait une déphosphorylation des protéines des adhérences focales comme la
paxilline et la vinculine. Ces déphosphorylations déstabiliseraient et induiraient un turnover des
adhérences focales (O'Brien et al., 2004). D’autre part, PECAM pourrait réguler la formation de
structures membranaires propices pour la migration comme les filopodes, en régulant

I'expression de la petite protéine appartenant a la famille des Rho-GTPase : Cdc42. En effet, les
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cellules déficientes en PECAM ont un niveau d’expression pour Cdc42 trés faible et ne
présentent plus de filopodes (Cao et al., 2009).

In vivo, PECAM ne semble cependant pas jouer un réle clé au cours du dévelopement et
pendant la formation du réseau vasculaire. Les souris déficientes en PECAM se développent
normalement et leur réseau vasculaire ne présente aucune anomalie majeure (Duncan et al.,
1999). Seule I'angiogenese post-natale de la rétine nécessiterait la présence de la protéine PECAM
(Dimaio et al., 2008). En absence de PECAM, les vaisseaux de la rétine sont moins nombreux,
plus dilatés et ne peuvent former un réseau branché. Ce phénomeéne s'expliquerait par une
diminution de I'endogline, molécule critique pour la néo-vascularisation de la rétine (résultats non
publiés par I'équipe de Shebani ). Ce résultat suggere que PECAM pourrait réguler I'expression
de certains genes.

@ Importance de PECAM dans la transmigration leucocytaire

PECAM au sein de la cellule endothéliale est surtout connue pour aider et favoriser la
transmigration leucocytaire a travers la monocouche de cellules endothéliales (Garrido-Urbani et
al., 2008). La liaison de la protéine PECAM de la cellule immunitaire avec la protéine PECAM
endothéliale génere une interaction aboutissant a une coopération entre les deux types cellulaires
qui permet alors la transmigration leucocytaire. Le domaine 1 du domaine extracellulaire de
PECAM est le domaine protéique qui permet linteraction entre les deux types cellulaire et la
transmigration leucocytaire. En effet, la protéine PECAM soluble comprenant uniquement le
premier domaine de type immunoglobuline provoque un blocage de la diapédese des leucocytes
et ceci aussi bien in vivo qu’in vitro (Liao et al., 1997). De plus, le traitement avec un anticorps
dirigé spécifiquement contre ce domaine induit une agrégation des leucocytes au niveau de la
surface luminale de la cellule endothéliale (Nakada et al., 2000).

Une fois ce premier contact formé entre la cellule endothéliale et le leucocyte, I'engagement de la
protéine PECAM exprimée a la surface de la cellule endothéliale avec celle de la cellule
leucocytaire induit chez le leucocyte la translocation de 'intégrine a6p1 du cytoplasme vers la
membrane plasmique (Dangerfield et al., 2002) (Wang et al., 2005). Ce mécanisme permet de
renforcer I'adhérence entre les deux types cellulaires et donc le passage du leucocyte.

Enfin, lorsque le leucocyte s’engage dans le processus de transmigration, PECAM favoriserait
alors le passage du leucocyte a travers la membrane basale (Liao et al., 1995) (Wakelin et al.,
1996)).

Cependant, au fil des études, il s’est avéré que la régulation de la transmigration leucocytaire par
PECAM était beaucoup plus complexe. En effet, en fonction du stimulus appliqué mais
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également en fonction du fond génétique des souris étudiées, la migration des leucocytes pouvait
étre différente (Woodfin et al., 2007b). Une si grande variation pourrait s’expliquer par le fait que
PECAM n’est pas la seule molécule d’adhérence impliquée dans la transmigration leucocytaire. In
vivo, les protéines ICAM-2 et JAM-A favorisent la transmigration leucocytaire indépendamment
de PECAM (Huang et al., 2006) (Woodfin et al., 2007a) (Woodfin et al., 2009). Ces études
démontrent donc que PECAM est, certes, impliquée dans la transmigration leucocytaire mais non

essentielle au cours de ce processus.

2. S-endo-1 (ou CD146 ou Muc 18) : structure et fonction

Cette molécule d’adhérence appartient a la superfamille des immunoglobulines et a été
découverte au sein de cellules de mélanome (Shih, 1999). Elle est exprimée dans les cellules
musculaires lisses et dans les cellules endothéliales. S-endo-1 est localisée au niveau des contacts
intercellulaires (Bardin et al., 2001) et s’engage dans des interactions homophiliques. S-endo-1 est
une molécule importante pour I'adhérence interendothéliale (Solovey et al., 2001) et semble étre
impliquée au cours de l'angiogenése (Yan et al., 2003). En effet, elle aurait un r6le dans
l'activation de la signalisation pro-angiogénique et constituerait un véritable récepteur
membranaire du signal au cours de I'angiogenese tumorale. En réponse aux stimuli des cellules
tumorales, S-endo 1 induit I'activation des protéines p38/1KK (I KappaB Kinase)/NFxB
(Nuclear Factor-Kappa B) (Zheng et al., 2009). Cette voie signalétique activerait alors des genes
pro-angiogéniques comme IL-8, VEGF, ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule) et la MMP-9
(Matrix MetalloProteinase-9). L’activation de CD146 pourrait engendrer une autre voie de
signalisation faisant intervenir le recrutement de Fyn qui est une kinase appartenant a la famille
Src. Cette activation induirait une phosphorylation de la Focal Adhesion Kinase (ou FAK) et de
la paxilline, principales protéines des adhérences focales.
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D. La jonction adhérente

1. Généralités

Les jonctions adhérentes forment des ceintures d’adhérence au péle apical des cellules
assurant un ancrage fort des cellules entre elles ainsi qu'au cytosquelette d’actine. Ces jonctions,
non seulement renforcent la cohésion mécanique des tissus, mais permettent également la
contraction d’un anneau d’actine apical a I'origine de nombreux mouvements morphologiques au
cours de I'embryogenese. Les molécules clés de la jonction adhérente sont représentées par des
molécules de la famille des cadhérines. Un chapitre complet est donc dédié a la description de ces
molécules.

Les cadhérines constituent une large famille de glycoprotéines localisées a la surface des
cellules. La plupart d’entre elles participent a des adhérences dépendantes du calcium. Elles
jouent un réle clé dans la formation des tissus solides (Takeichi, 1995) (Tepass, 1999) et leur
expression séléctive est finement régulée au cours du developpement embryonnaire (Radice et al.,
1997) (Stepniak et al., 2009). De plus, leur fonction adhésive est sélective. En effet, lorsque
différents types de cellules sont mélangés, les cellules de méme type sont capables de s’assembler.
Ces interactions sont dites homotypiques. Cette association cellulaire se fait en fonction du sous-
type de cadhérine qu'elles expriment. Les cellules forment ainsi des liaisons homophiliques
(Takeichi, 1990). Chez les vertébrés, les cadhérines sont au nombre de 100, divisées en sous-
familles. La partie extracellulaire d’une cadhérine est caractérisée par la présence de plusieurs
domaines répétés d’environ cent dix acides aminés. Ce motif, nommé ectodomaine (ou EC), se
présente sous la forme d’un module de type immunoglobuline et peut étre répété entre cinq et
trente fois. Une protéine est désignée comme cadhérine si elle posséde ce module. La
superfamille des cadhérines se compose donc de diverses protéines structurellement différentes.
Nollet et collaborateurs ont proposé de classer les cadhérines en six sous-familles. Ce classement
se base sur I'analyse phylogénique de la séquence du domaine EC1. Parmi toutes les cadhérines,
ce domaine est trés conservé (Nollet et al., 2000). Les six sous-familles de cadhérines (Cf. Figure
14) sont les cadhérines classiques (de type | ou IlI), les cadhérines desmosomales, les
protocadhérines, les cadhérines a ancre GPI (pour glycosyl-phosphatidylinositol), les cadhérines
de type Flamingo et les FAT cadhérines.
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Figure 14 : Schéma représentatif des membres de la superfamille des cadhérines

(D’apres (Angst et al., 2001))
Les six sous-familles appartenant a la super famille des cadhérines sont représentées.

Les cadhérines classiques se divisent en deux sous types : le type | et le type 1. Elles sont reliées au cytosquelette
d’actine par des partenaires cytoplasmiques et peuvent étre également reliées aux filamments intermédiaires. Elles
présentent 5 domaines répétés de type cadhérine (EC1 a 5). La cadhérine desmosomale présente des similarités avec
la cadhérine classique et est connectée aux filaments intermédiaires. Les protocadhérines ne possedent pas
d’interaction avec le cytosquelette. Certaines cadhérines peuvent étre enchassées aux radeaux lipidiques comme les
cadhérines dépourvue de partie cytoplasmique. Les cadhérines Flamingo et les cadhérines FAT possédent de
nombreux domaines extracellullaires répétés (EC) ainsi que des motifs EGF et laminine.
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2. Les cadhérines classiques

Les cadhérines classiques sont les cadhérines les plus étudiées. La séquence peptidique du
domaine EC1 a permis de les classer en deux sous-types. Les principales cadhérines classiques de
types | sont représentées par les E-, N- et P-cadhérines. La VE-cadhérine est une cadhérine de

type 1.

a. Organisation moléculaire et assemblage homophiligue

Les cadhérines classiques sont formées d’'un domaine extracellulaire composé de 5
domaines EC (Cf. Figure 15). Ce domaine possede des sites de liaison au calcium ce qui stabilise
la cadhérine et permet I'interaction entre les molécules de cadhérines. Le domaine extracellulaire
est suivi d’un domaine transmembranaire a un seul passage qui est lui-méme suivi d’'un domaine
intracellulaire. Le domaine intracellulaire interagit avec diverses protéines. Les partenaires
protéiques préférentiels de ce domaine sont les caténines, ce qui permet aux cadhérines d’étre
liées au cytosquelette d’actine.

Le domaine EC1 est le principal domaine responsable de la capacité adhésive des
molécules de cadhérine. Toutes les cadhérines de type | comportent au sein de leur domaine EC1
en position C-terminal une séquence tripeptidique conservée : Histidine-Alanine-Valine (HAV).
Cette séquence a lontemps été considérée comme la zone moléculaire de la cadhérine permettant
I'adhérence cellulaire (Blaschuk et al., 1990). Les cadhérines de type Il, comme par exemple la
VE-cadhérine, ne possédent pas cette séquence, puisqu’elle different d’un acide aminé (Vincent et
al., 2004). De plus, le module EC1 possede un résidu tryptophane-2 (Trp-2) qui va pouvoir se
loger dans la poche hydrophobe portée par le module EC1 de la molécule de cadhérine adjacente.
De cette maniere, la liaison homophilique peut étre crée (Shapiro et al., 1995) (Tamura et al.,
1998) (Boggon et al., 2002) (Shapiro and Weis, 2009). Ce modele nommé « strad-swap » (pour
« échange de brin ») représente le modéle d’interaction entre deux molécules de cadhérine le
mieux décrit. Les cadhérines de type Il présentent également ce méme type d’interaction mais
possedent un résidu tryptophane additionel appelé Trp-4, qui s’insere dans une autre poche
hydrophobe porté par le domaine EC1 de la molécule de cadhérine adjacente (Patel et al., 2006).
L’interaction entre les domaines EC1 de deux molécules de cadhérine voisine est de faible affinité
et se forme au début du contact intermoléculaire (Sivasankar et al., 2001). La présence ou non
d’'ions calcium régit I'interaction soit en trans (entre deux domaines extracellulaires de deux
cellules adjacentes) ou soit en cis (entre deux domaines extracellulaires d’'une méme cellule)
(Shapiro and Weis, 2009). En effet, en absence de calcium, les ectodomaines de cadhérines d’une
méme cellule perdent leur rigidité et peuvent s'associer entre eux (Pokutta et al., 1994) (Chitaev
and Troyanovsky, 1998). A contrario, lorsque le calcium est fixé & son domaine de liaison, cette
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interaction induit une modification de la courbure de la cadhérine ce qui facilite I'interaction de la
cadhérine avec la cadhérine voisine (Boggon et al., 2002).

Membrane
plasmique Espace intercellulaire Cytoplasme
o o, o o
=i o pl120 CTD
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Figure 15 : Représentation schématique d’une cadhérine classique au niveau d’une
jonction adhérente

(D’apres (Paredes et al., 2007))

Les cadhérines classiques possedent un domaine extracellulaire formé de 5 domaines répétés de type cadhérine.
Chaque domaine possede un domaine de liaison au calcium (en bleu). Le domaine transmembranaire a un seul
passage permet aux cadhérines d’étre enchassées a la membrane. Le domaine cytoplasmique permet la liaison aux
caténines. p120 interagit avec les cadhérines classiques grace au domaine JMD (Juxta Membrane Domain). La B-
caténine se lie au domaine CTD (C-Terminal binding Domain). La y-caténine (non représentée) se lie également au
domaine CTD et permet de relier la cadhérine aux filaments intermédiaires. L'a-caténine permet de relier la
cadhérine au cytosquelette d'actine. Les cadhérines établissent des interactions en cis au niveau de deux dimeres
grace au domaine EC1 et aux ions calcium. Ces dimeres par la suite peuvent s'associer téte-béche.

Les cadhérines, assemblées entre elles, forment ensuite des structures « zippées » le long
de la jonction adhérente (Shapiro et al., 1995) (Nose et al., 1988) (Chen et al., 2005) (Patel et al.,
2006). Bien que les cadhérines assurent essentiellement des interactions homophiliques, certaines
cadhérines classiques peuvent interagir avec d’autres types de molécules mais cette capacité reste
exceptionnelle. La E-cadhérine, par exemple, peut se lier aux intégrines aER7 et a2p1 (Cepek et
al., 1994) (Takeichi, 1995). La N-cadhérine peut interagir avec le récépteur au FGF (Williams et
al., 1994).
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b. Les caténines: partenaires cytoplasmiques des cadhérines
classiques

La région cytoplasmique des cadhérines permet [Iinteraction a des partenaires

préférentiels comme les caténines. La B- et y-caténine sont en interaction directe avec la
cadhérine (Cf. Figure 15). Elles se lient au niveau de la région C-terminale du domaine
cytoplasmique appelée pour cela CTD (C-terminal domain). L’a-caténine se lie & la B-caténine et
I'ensemble du complexe est relié au cytosquelette d’actine. Ce complexe ancre la cadhérine de
maniére stable a la membrane. Cependant, I'association du cytosquelette d’actine au complexe

cadhérine/R-caténine/a-caténine est depuis peu remis en question. En effet, des études ont
montré que I'a-caténine ne peut pas étre associée simultanément au cytosquelette d’actine et a la
B-caténine (Gates and Peifer, 2005) (Yamada et al., 2005) (Pokutta et al., 2008), ce qui
impliquerait la participation de molécules adaptatrices entre I'a-caténine et I'actine. Récemment, il

a été proposé que I'eplin pourrait jouer ce role et constituer un lien entre I'a-caténine et I'actine
(Abe and Takeichi, 2008).

La région la plus proximale du domaine cytoplasmique lie la caténine p120 au niveau d’une
région appelée JMD (juxta membrane domain).

¢ La R-caténine

La B-caténine est une caténine trés conservée au cours de I'évolution et se compose de 12
motifs répétés de types Armadillo (Peifer et al., 1992). Cette caténine posséde une structure en
superhélice formée d’'une compaction de domaines répétés de type arm (pour armadillo). La -
caténine présente une caractéristique intéressante puiqu’elle peut étre transloquée des jonctions
vers le noyau ou elle pourra alors s’associer a des facteurs de transcription et réguler ainsi
I'expression de genes cibles. Ainsi, I'association de la 3-caténine aux cadhérines classiques permet
de réguler le pool de R-caténine libre ce qui constitue donc un moyen de réguler I'expression
génique. Plus précisément, la B-caténine peut réguler I'expression de certains génes puisqu’elle est
une molécule clé dans la voie de signalisation Wnt. Les molécules Wnt sont des facteurs de
croissance et de différenciation fondamentaux au cours du developpement embryonnaire. Ces
protéines sont des glycoprotéines sécrétées qui se lient aux récepteurs transmembranaires frizzled
(Fz). En absence de signal Wnt, la B-caténine cytosolique est phosphorylée sur sérine et thréonine
par le complexe protéique constitué de la Glycogene Synthase Kinase (GSK) et de
I’Adenomatous Polyposis Coli (APC). La R-caténine, alors phosphorylée, est rapidement
polyubiquitinylée et dégradée. En revanche, I'association de certains Wnts & leurs récepteurs
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frizzled inhibe le complexe de phosphorylation contenant la GSK. De cette maniere, la B-
caténine n’est plus dégradée et s'accumule alors dans le cytoplasme. La B-caténine libre peut se
délocaliser vers le noyau et lier les facteurs de transcription de la famille T-Cell Factor
(TCF)/Lymphocyte Enhancing Factor (LEF). Ce phénomeéne entraine la transcription de
nombreux genes impliqués dans divers processus cellulaires comme la prolifération et la
différenciation (Porfiri et al., 1997) (Cf. Figure 16). Chez I'adulte, cette voie de signalisation peut

étre de nouveau activée et conduit a la progression tumorale.
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Figure 16 : Signalisation Wnt : r6le de la B-caténine
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(D’apres (Porfiri et al., 1997))

La B-caténine est une molécule régulatrice de la voie de signalisation Wnt. Ainsi, elle peut étre séquestrée par la
cadhérine, ou elle peut étre hyper phosphorylée et ensuite dégradée. Le pool de B-caténine libre peut étre transloqué
dans le noyau ou elle s'associe avec le facteur de transcription TCF. Ce complexe induit la transcription de genes
impliqués dans le cycle cellulaire comme myc et la cycline D.

Contrairement au réle clé de la B-caténine dans la voie Wnt des cellules épithéliales, le
role de la B-caténine des cellules endothéliales dans cette voie de signalisation est beaucoup moins
clair et moins décrit. Quelques études ont cependant mis en évidence son rdle dans la
prolifération de la cellule endothéliale. La surexpression de Wnt-1 induit une augmentation de la
prolifération cellulaire (Wright et al., 1999). La VE-cadhérine comme la E-cadhérine servirait
donc de réservoir a R-caténine et la séquestration de la caténine régulerait ainsi I'activité
proliférative de la cellule endothéliale.

Dans les cellules endothéliales, une autre fonction spécifique est attribuée a la B-caténine
et plus précisément au niveau de la stabilisation du complexe & base de VE-cadhérine a la
membrane. L’interaction entre la R-caténine et la VE-cadhérine renforce le contact
interendothélial puisque la disjonction des deux molécules suite a la phosphorylation du
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complexe a base de VE-cadhérine, aboutit a des perturbations des interactions intercellulaires
(Lilien and Balsamo, 2005). Le contrble de cette phosphorylation par des phosphatases comme
SHP-2 permettrait le maintien du complexe VE-cadhérine/R-caténine (Ukropec et al., 2000).

& La y-caténine

La structure de la y-caténine est tres proche de celle de la B-caténine. Elle permet, gace a

la desmoplakine, de relier les cadhérines aux filaments intermédiaires. Le r6le exact de la y-
caténine est encore a I'heure actuelle incertain. Elle serait cependant, comme la [-caténine,
impliquée dans la régulation de la prolifération et assurerait ainsi un réle de co-facteur
transcriptionel (Barker and Clevers, 2000) (Maeda et al., 2004) (Shimizu et al., 2008).

La fonction précise de la y-caténine endothéliale n’a pas encore été mise en évidence.

L’association de la VE-cadhérine a la y-caténine induirait des contacts intercellulaires moins
stables que ceux générés par la B-caténine (Shasby et al., 2002). Son r6le transcriptionnel au sein
de la cellule endothéliale reste encore inconnu. Beaucoup de choses sont encore a découvrir

concernant cette caténine au sein de la cellule endothéliale.

& pl20

Tout d’abord décrite comme étant un substrat de la tyrosine kinase Src, la caténine p120 a
été par la suite décrite comme partenaire cytoplasmique pouvant s’associer au domaine JMD des
cadhérines. Le role majeur de p120 dans le complexe protéique a base de cadhérine, est de
maintenir la stabilité et la localisation membranaire des cadhérines (Ireton et al., 2002) (Davis et
al, 2003) (Xiao et al., 2003). En effet, en absence de pl120, la plupart des cadhérines sont
internalisées puis dégradées. Notamment, dans des cellules épithéliales, que p120 protegerait la E-
cadhérine de la dégradation protéique en masquant le domaine de liaison pour Hakai : une E3
ubiquitine ligase (Fujita et al., 2002). Par ces mécanismes, p120 régulerait donc la demi-vie de la
cadhérine a la membrane. De la méme maniere que les autres cadhérines, la VE-cadhérine
membranaire serait stabilisée a la jonction grace a p120. La caténine empécherait la VE-cadhérine
d’entrer dans des voies d’endocytose dépendante de la clathrine et d’étre par la suite dégradée
dans le lysosome (Chiasson et al., 2009) (Xiao et al., 2005) (Xiao et al., 2003).

En outre, p120 module la forme de la cellule en régulant I'activité des protéines de type
Rho-GTPase comme Rho A, Racl et Cdc42 (Anastasiadis, 2007). Ces trois protéines sont
importantes dans la régulation de I'organisation du cytosquelette d’actine. La VE-cadhérine
régulerait ainsi cette fonction associée a p120, en séquestrant cette caténine.
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p120 permet également I'association des cadhérines aux microtubules. Bien que cette
association soit beaucoup moins connue et caractérisée que I'association des cadhérines au
cytosquelette d’actine, elle permettrait de stabiliser les cadhérines a la membrane (Stehbens et al.,
2006) (Waterman-Storer et al., 2000). De plus, I'association de pl120 aux microtubules
participerait a I'organisation membranaire des cadhérines en les transportant a la membrane
plasmique a I'aide de moteurs moléculaires (Chen et al., 2003) (Mary et al., 2002) (Stehbens et al.,
2009).

Par ailleurs, p120 serait impliquée dans la régulation de I'expression génique et le contréle
du cycle cellulaire. Tout d’adord, p120 possede des séquences d’adressage NLS (Nuclear Location
Signal) et d’export NES : (Nuclear Export Signal) et peut étre donc transloquer dans le noyau.
Une fois au noyau, p120 s’associe au facteur de transcription Kaiso (Daniel and Reynolds, 1999).
Ce facteur de transcription a été décrit comme pouvant réguler négativement les genes cibles
induits par le couple de facteur B-caténine/TCF suite a I'activation de la voie de signalisation
Wnt. Or, le site de liaison de Kaiso a ’ADN se supperpose au domaine de liaison de p120. Ainsi,
p120 associée au facteur Kaiso empécherait ce dernier de s'associer a ses genes cibles. De cette
maniére, p120 inhiberait donc la fonction de facteur de transcription de Kaiso et régulerait
I'expression génique (Daniel, 2007). De plus, p120 participerait a la progession du cycle cellulaire.
En effet, au cours de la progression du cancer colorectal, cette caténine est capable d’interférer
avec le cycle cellulaire en se liant et en stabilisant la cycline E. Ce complexe induirait la
prolongation de la phase S ainsi que la synthese de centrosomes surnuméraires provoquant la
polyploidie (Chartier et al., 2007). Ces résultats montrent donc que p120 exerce un rdle actif dans
la synthese d’ADN soit en interférant avec la fonction du fateur de transciption Kaiso ou en
arrétant le cycle cellulaire suite a son action stabilisatrice envers la cycline E.

c. La E-cadhérine

La E-cadhérine est le constituant majeur des jonctions adhérentes dans les cellules
épithéliales. Elle reste incontestablement la cadhérine classique de type I la plus étudiée au vue de
son importance au cours de processus physiologiques. En effet au cours de I'embryogenése, mais
également au cours de la progression tumorale, elle participe a un mécanisme cellulaire majeur : la
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT, Epithelial-Mesenchymal Transition). Ce mécanisme
se caractérise par un « switch » d’expression de la E-cadhérine. La baisse d’expression et la perte
de la localisation jonctionnelle de cette cadhérine est associée a un changement phénotypique de
la cellule épithéliale, qui présente alors des marqueurs de type mésenchymateux (Behrens et al.,
1989). La cellule devient alors plus invasive. Au cours de 'EMT, la régulation négative de la E-
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cadhérine s’accompagne d’une augmentation de I'expression d’une autre cadhérine classique : la

cadhérine neurale ou N-cadhérine.

d. La P-cadhérine

La P-cadhérine a été découverte en 1986 par I'équipe de Takeichi (Japon). L’existence de
cette cadhérine a été mise en évidence dans des cellules de souris qui n’exprimaient ni la E-, ni la
N-cadhérine mais qui avaient cependant la capacité de s’agréger entre elles (Nose and Takeichi,
1986). La P-cadhérine est fortement exprimée dans le placenta de souris alors que le placenta
humain est dénué de cette cadhérine (Shimoyama et al., 1989). Au cours du développement
embryonnaire chez la souris, elle est exprimée de maniére transitoire dans différents tissus et joue
un rdle dans la morphogenése et I'implantation embryonnaire (Hirai et al., 1989a) (Hirai et al.,
1989b) (Wakita et al., 1998). Elle est exprimée de maniére permanente au sein de I'épiderme, le
mésothélium ainsi que dans I'endothelium de la cornée (Nose and Takeichi, 1986). Chez 'homme
et la souris, la P-cadhérine permet la progression de la différentiation terminale de I'épiderme. En
effet, bien que co-exprimée avec la E-cadhérine dans les cellules épithéliales, elle s’observe
uniquement au sein des cellules épithéliales prolifératives se situant dans la couche basale de la
majorité des épithélia stratifiés de I'épiderme et des follicules pileux.

La P-cadhérine est impliquée dans le maintien de la croissance cellulaire et dans le
maintien de I'état indifférencié de la cellule. En effet, son expression est altérée dans de
nombreux cancers. Les premiéres études réalisées ont montré que des jeunes souris femelles
déficientes en P-cadhérine présentaient une différenciation précoce de la glande mammaire. Elles
développaient avec I'age des hyperplasies et des dysplasies (Daniel et al., 1995). Cependant, en
fonction du type de cancer considére, le r6le de la P-cadhérine dans la progression tumorale est
contradictoire. La P-cadhérine exprimée dans les cellules de mélanomes est considérée comme un
agent suppresseur de tumeurs. Les mélanomes malins montrent une expression de la cadhérine
fortement inhibée voir perdue (Bachmann et al., 2005) (Bauer et al., 2006) (Van Marck et al.,
2005). Par ailleurs, il a été montré que la fonction adhésive de la P-cadhérine empéchait la
progression du mélanome malin. Des études ont montré que certaines cellules de mélanome
pouvaient sécréter, sous sa forme soluble, la partie extracellulaire de la P-cadhérine. Suite a
I'inhibition de cette sécrétion par stratégie anti-sens, ces cellules deviennent alors beaucoup moins
invasives et perdent leur propriété migratoire (Bauer et al., 2005) (Bauer and Bosserhoff, 2006). Il
semblerait donc que la forme soluble sécrétée par les cellules cancéreuses interagisse avec la P-
cadhérine membranaire ce qui modifierait I'interaction cellule-cellule.

A contrario, la P-cadhérine constitue un indicateur fiable de mauvais pronostic chez des

patientes atteintes de cancer du sein (Paredes et al., 2005). En effet, cette cadhérine est
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surexprimée dans ce type de cancer et est suffisante pour induire un phénotype migratoire et
invasif a la cellule. Cette capacité invasive s'explique par une surexpression de facteurs pro-
invasifs comme les métalloprotéases MMP-1 et -2 (Matrix MetalloProteinases) (Ribeiro et al.).
MMP-1 est connue pour dégrader la matrice extracellulaire, et facilite I'invasion tumorale et la
formation de foyer métastatique. Egalement, MMP-1 et 2 sont capables de cliver la P-cadhérine

ce qui corréle avec I'augmentation de la capacité invasive de la cellule tumorale (Ribeiro et al.).

e. La N-cadhérine

® Généralités et localisation

La N-cadhérine (ou cadhérine-2) a été découverte dans les tissus neuronaux en 1982
(Lagunowich and Grunwald, 1989). Elle n’est pas exclusivement neuronale car elle est également
exprimée dans des cellules qui ont une origine mésodermique (muscle, endothelium). Elle se
localise préférentiellement au niveau des jonctions adhérentes. Cependant, au sein des cellules
endothéliales, sa localisation est originale, car elle est présente de maniére diffuse autour de la
membrane. Cette localisation inédite pour une cadhérine, pourrait lui valoir des fonctions
spécifiques au sein des cellules endothéliales.

La N-cadhérine est fondamentale au cours du développement embryonnaire, notamment
au cours du développement cardiaque. Les souris déficientes en N-cadhérine meurent a 10 jours
de gestation a cause de défauts cardiaques majeurs (Radice et al., 1997). En effet, le tube
cardiaque est désorganisé. Cette observation s'expliquerait par un défaut d’adhérence des
myocytes cardiaques. De plus, les tubes neuronaux et les somites de ces embryons présentent des
malformations et I'organisation épithéliale des somites est perturbée. Cependant tous les tissus
susceptibles d'étre formés a ce stade de développement sont présents et semblent étre

normalement différenciés.
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@ La N-cadhérine et la formation de la jonction adhérente

Gréce a leurs fonctions adhésives, les molécules de N-cadhérine s'associent entre elles et
forment ainsi la jonction adhérente. Cette étape est cruciale pour le maintien des contacts
intercellulaires et donc pour le maintien de I'intégrité des tissus (voir page 43 : N-cadhérine :
généralités et localisation). La formation de la jonction adhérente a base de molécules de N-
cadhérine a été particulierement étudiée et permet de proposer un modeéle mécanistique des
différentes étapes de la synthese protéique des cadhérines jusqu’a la formation de la jonction
adhérente.

Pour qu’une jonction se forme, il faut tout d’abord que la molécule de N-cadhérine
néosynthétisée a la sortie de I'appareil de golgi atteigne la membrane. Plusieurs études ont montré
I'importance des microtubules dans le trafic post-golgi de la N-cadhérine (Mary et al., 2002). Le
long des microtubules, la N-cadhérine est dirigée vers la membrane a I'aide de moteurs
moléculaires de type kinésine (Teng et al., 2005). Ce trafic dépend de I'interaction de la N-
cadhérine avec p120 qui est un adaptateur moléculaire pour la liaison de la cadhérine a la kinésine
(Yanagisawa et al., 2004) (Chen et al., 2003) (Cf. Figure 17).

N-cadhérine
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o Partenaires de la
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Figure 17 : Représentation schématique de I’export de la N-cadhérine a la membrane

(D’apres (Mary et al., 2002))

Les molécules de N-cadhérines néo-synthétisées sont exportées depuis le golgi jusqu’a la membrane par un complexe
protéique d’export guidé par les microtubules. Pour se faire, la N-cadhérine est associée a des partenaires comme
p120 qui permet la liaison de la cadhérine au moteur moléculaire de type kinésine. La kinésine permet alors au
complexe de se déplacer le long des microtubules.

Une fois a la membrane, les molécules de N-cadhérine peuvent diffuser librement le long
de la membrane jusqu’au moment ou elles rencontrent des molécules de N-cadhérine de cellules
voisines et forment ainsi les premiéres interactions homophiliques. Cette liaison s'accompagne

d’'un énorme bouleversement de I'organisation de la membrane (Lambert et al., 2000) (Mege et
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al., 2006). Ce phénomene correle a la fois avec une modification de la composition du complexe
protéique a base de N-cadhérine et un remodelage différentiel du réseau d’actine. Les
mécanismes moléculaires régissant ces modifications commencent a étre bien décrits. Tout
d’abord, la N-cadhérine associée a p120 et liée au cytosquelette d’actine, permet le remodelage
profond du cytosquelette d’actine. Ce complexe induit notamment des voies de signalisation
aboutissant a l'activation de la PI3K et Rac-1 qui, en guise de réponse, activent a leur tour
Arp2/3 (Gavard et al., 2004) permettant alors la nucléation soutenue de I'actine. En paralléle,
I'engagement des permiéres interactions entre N-cadhérine permet de stabiliser la cadhérine a la
jonction ce qui renforce I'adhérence entre cellules (El Sayegh et al., 2005). En effet, suite a
I'activation de Rac par le complexe a base de N-cadhérine, la cortactine est alors recrutée au
niveau des premiers contacts intercellulaires. En paralléle de cela, la protéine kinase Fer s’associe
au complexe a base de N-cadhérine et peut alors phosphoryler la cortactine (EI Sayegh et al.,
2004) (El Sayegh et al., 2005) (Cf. Figure 18), ce qui corréle avec un renforcement de I'adhérence

intercellulaire.
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Membrane
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Actine branchée

Figure 18 : Modifications du complexe a base de N-cadhérine et de I'organisation de

I’actine suite a la formation des premiers contacts intercellulaires.

(D’apreés (Mege et al., 2006))
L’association en trans des molécules de N-cadhérine associée a p120 induit I'activation de Rac et de la PI3K
permettant la nucléation de I'actine par Arp 2/3 (non représentée sur ce schéma). En paralléle, la kinase fer s'associe
au complexe a base de N-cadhérine et phosphoryle la cortactine permettant la stabilisation de la cadhérine au contact

intercellulaire.

Au vue de ces observations, la N-cadhérine peut donc étre considérée comme une
molécule d’adhérence capable de réguler la formation de la jonction adhérente en favorisant la
transduction des messages extracellulaires vers I'intérieur de la cellule et de générer ainsi des
messages signalétiques. La réorganisation de I'actine donne naissance a la formation de
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lamellipodes. Ces protrusions membranaires permettent d’agrandir la surface de contact entre
deux cellules voisines ce qui favorise I'interaction des molécules de N-cadhérine de proche en
proche. Ceci induit alors I'extension des contacts intercellulaires (Cf. Figure 19).

7, Lamellipode de la cellule 1

Initiation du
contact
intercellulaire

Adhérence des cadhérines

Lamellipode de la cellule 2

Figure 19 : Représentation schématique de la formation du lamellipode suite aux
premiéres interactions entre molécules de N-cadhérine de cellules voisines.

(D’apreés (Mege et al., 2006))

Comme décrit dans la figure 18, I'engagement des premiéres N-cadhérines présentes sur deux cellules voisines
modifie I'organisation de la membrane. Ceci se traduit par la formation d’un lamellipode. Cette structure permet
d’agrandir la surface d'interaction entre les molécules de N-cadhérine. (La représentation schématique des molécules
est la méme que dans la figure 18).

En outre, un autre mécanisme de stabilisation de la N-cadhérine a la membrane a été mis
en évidence. En effet, les radeaux lipidiques ont été assimilés a des stabilisateurs de la N-
cadhérine au niveau de la membrane. lls rigidifient les membranes ou les molécules de N-
cadhérines sont enchassées et empéchent la cadhérine de diffuser librement a la membrane. lls
obligent ainsi la cadhérine a former des liaisons homophiliques (Causeret et al., 2005). En
complément de ce modele, p120 se lie préférentiellement a la N-cadhérine des radeaux ce qui
stabiliserait la N-cadhérine a la membrane en la protégeant de I'endocytose (Taulet et al., 2009).
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® Fonctions de la N-cadhérine

e Formation des circuits neuronaux et maintien de la synapse

La N-cadhérine est une molécule d’adhérence qui favorise la formation du réseau
neuronal et se présente comme un acteur clé dans la croissance et la guidance des axones et des
dendrites (Hansen et al., 2008). Plus précisément, I'association de la cadhérine au récepteur de
croissance fibroblastique (Fibroblast Growth Factor Receptor) constitue un complexe protéique
qui favorise la croissance des neurites. Le domaine EC-4 de la N-cadhérine peut physiquement
interagir avec le motif HAV du récepteur FGF (Williams et al., 2001). Cette interaction induit
I'activation de la phospholipase C y (ou PLCy) ce qui permet la croissance des axones et des
dendrites (Saffell et al., 1997). La N-cadhérine n’est pas indispensable a la formation de la synapse
mais contribue a son organisation fonctionnelle et structurale. Au cours de la maturation de la
synapse, la cadhérine se rassemble sous forme de cluster au niveau du contact cellule-cellule et
renforce ainsi I'adhérence entre les cellules (Bruses, 2000). Ce phénoméne augmente I'efficacité
de la synapse (Bruses, 2006). Au cours de I'établissement du contact entre deux neurones, la N-
cadhérine change de partenaires cytoplasmiques. Initialement associée a p120 et a la B-caténine, la
N-cadhérine des contacts interneuronaux matures s'associe alors préférentiellement a la y-
caténine et la préseniline (Rubio et al., 2005) (Chauvet et al., 2003). Ce changement stabilise la N-
cadhérine a la synapse puisqu’elle reste associée au cytosquelette stable. En effet, p120 qui n’est
plus associée a la cadhérine, peut alors inhiber I'activité de RhoA, régulateur positif de la
dynamique du cytosquelette.

e Migration cellulaire

Au cours de la phase EMT, un switch d’expression entre la E- et la N-cadhérine est
observé. L’'augmentation de I'expression de la N-cadhérine confere a la cellule un phénotype
motile (Islam et al., 1996). Ces changements morphologiques sont en partie liés a des
modifications du cytosquelette d’actine. La N-cadhérine agit comme un activateur de la
nucléation du cytosquelette d’actine et induit ainsi la formation de structures membranaires telles
que les lamellipodes en passant par la voie de signalisation PI3K (Phospholnositide Kinase-3)-
Racl (Gavard et al., 2004).

La N-cadhérine peut moduler I'assemblage des plaques d’adhérence en s’associant a la protéine
Fer, et alors, par ce biais, controler la migration. En effet, des peptides compétiteurs du domaine
de liaison de la cadhérine pour la protéine Fer induisent un relargage de cette derniére. Fer
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s'associe alors aux adhérences focales ce qui induit une déstructuration des adhérences focales
(Arregui et al., 2000).

Le FGF-R est une fois de plus impliqué dans la biologie de la N-cadhérine, notamment dans la
régulation de la migration. La formation du complexe FGF-R/N-cadhérine induit des voies de
signalisation qui favorisent I'invasivité de la cellule (Suyama et al., 2002). Suite a un traitement au
FGF-2, ce complexe protéique induit I'activation persistante de la voie MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase)-ERK (Extracellular Signal-Regulated Kinase) et empéche le FGF-R
d’étre dégradé suite a I'endocytose. En paralléle, I'expression de la métalloprotéase MMP-9 est
activée. La cellule devient beaucoup plus invasive (Hulit et al., 2007) (Suyama et al., 2002).

e Controle de la myogenese

Les myoblastes expriment la N-cadhérine. Cette cadhérine engagée dans des contacts
intercellulaires engendre des signaux intracellulaires indispensables a la différenciation
myogénique et contrle la myogénése (Charrasse et al., 2002). En effet, la N-cadhérine induit
I'activation de RhoA, qui a son tour active I'expression d’une protéine déterminante pour le
muscle squelettique : MyoD responsable de la différenciation des cellules du muscle squelettique.
En plus de I'activation de MyoD, la N-cadhérine active deux autres promoteurs spécifiques du
muscle squelettique et inhibe I'activité de deux GTPases (Cdc42 et Racl), connues a l'origine

pour interférer dans la myogenese.

e Reégulation de I'ostéogenése

La N-cadhérine est un régulateur important de I'ostéogenese et de la différenciation des
ostéoblastes. In vitro, dans des cultures d’ostéoblastes, le blocage de la fonction adhésive de la N-
cadhérine soit par I'utilisation de peptides compétitifs constitués de la région extracellulaire, soit
par I'expression d'une N-cadhérine mutante tronquée dans sa partie extracellulaire ou soit par
I'utilisation d’anticorps dirigés contre la partie extracellulaire de la N-cadhérine, correle avec une
baisse drastique de I'expression de certains génes typiques des ostéoblastes tel que le gene codant
pour 'ALP ( Alkaline Phosphatase), le géne codant pour I'osteocalcine et le gene codant pour le
collagene de type | (Cheng et al., 2000) (Ferrari et al., 2000) (Marie, 2002). L’adhérence cellule-
cellule médiée par la N-cadhérine joue donc un rdle essentiel dans la formation de I'os.
Cependant, la N-cadhérine peut aussi contréler négativement la formation de I'os (Arnsdorf et
al., 2009) (Hay et al., 2009a), notamment en bloquant la prolifération et la survie des ostéoblastes
(Hay et al., 2009b). La N-cadhérine inhibe I'ostéogenése en interférant négativement avec des

voies de signalisation clé au cours de I'ostéogenése comme par exemple la voie Wnt-3 qui, une
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fois activée, permet I'activation de I'expression de génes des ostéoblastes (Hay et al., 2009a). Dans
des ostéoblastes issus de souris transgéniques surexprimant la N-cadhérine, les génes marqueurs
des ostéoclastes tels que Runx2, Osx, AILP, et le géne codant pour le collagéne de type 1, ont un
niveau d’expression beaucoup plus bas que chez la souris sauvage. En empruntant des voies
différentes, la N-cadhérine pourrait donc étre une molécule d’adhérence permettant de réguler

finement la formation et la croissance de I'os.

® Roble dans I'apoptose

Le role de la N-cadhérine dans la survie cellulaire est contradictoire et semble étre
dépendant du type cellulaire étudié. Elle peut promouvoir la survie des cellules cancéreuses
comme le mélanome ou les cellules du carcinome de la prostate (Tran et al., 2002) (Li et al.,
2001). L’interaction homophilique entre N-cadhérines induit I'activation de la PI3K qui active a
son tour Akt/PKB. Ceci a pour conséquence d'inactiver la molécule pro-apoptotique Bad (Bcl-2
antagonist of cell death). De plus, au sein des ostéoblastes, la N-cadhérine régule la survie et la
prolifération de ces cellules. La surexpression de cette cadhérine inhibe la voie Wnt-3a ainsi que
la voie de signalisation ERK et PI3K/Akt (Hay et al., 2009b). La N-cadhérine endothéliale, quant
a elle, protegerait la cellule endothéliale de I'apoptose en passant par une signalisation dépendante
de l'activation du FGF-R (Erez et al., 2004). Des études ont montré que le traitement avec un
peptide compétitif du domaine extracellulaire HAV de la N-cadhérine bloque la phosphorylation
du FGF-R ce qui corréle avec une augmentation de la mort cellulaire. L’engagement de la N-
cadhérine avec le FGF-R engendrerait des voies signalétiques, bloquerait I'apoptose et favoriserait
la survie de la cellule endothéliale. Contrairement aux cellules citées précédemment, la N-
cadhérine des cellules embryonnaires humaines de reins inhibe la prolifération en prolongeant la
phase G2/M (Kamei et al., 2003). Le mécanisme moléculaire passerait par une inhibition de
I'expression de p21 suite a une régulation négative de la signalisation B-caténine/TCF. Ainsi, en
fonction du contexte biologique et de la voie de signalisation empruntée, la N-cadhérine

représente un véritable régulateur de la prolifération cellulaire.

& La N-cadhérine : une cible thérapeutique

La N-cadhérine est la cadhérine prédominante dans les cellules cancéreuses et favorise la
migration, la transmigration des cellules cancéreuses et dans certains cas, la survie des cellules
tumorales. Elle peut ainsi constituer une cible de choix pour des thérapies anticancéreuses. En
2000, une molécule pentapeptidique antagoniste de la N-cadhérine nommée ADH1 ou Exherin a

été découverte (Williams et al., 2000)). Le traitement a base de ADH-1 s’adresse a des tumeurs
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qui expriment fortement la N-cadhérine. Cette molécule ne présente aucun signe majeur de
toxicité chez I'animal et chez I'homme (Perotti et al., 2009). Elle se révéle efficace pour inhiber la
croissance tumorale et la formation de métastase du cancer du pancréas chez la souris (Shintani et
al., 2008). En combinaison avec le melphalan, qui est une molécule de chimiothérapie, cette
combinaison est encore plus efficace pour traiter les mélanomes chez la souris (Augustine et al.,
2008). L’efficacité thérapeutique de 'ADH-1 et du melphalan a été mis en évidence en phase |
d’essai clinique chez des patients (Beasley et al., 2009) présentant des mélanomes a un stade

avance.

® La N-cadhérine dans I'endothelium

® Une localisation subcellulaire originale

La localisation de la N-cadhérine endothéliale diffuse et donc originale pour une
cadhérine classique. Elle pourrait dépendre d’une autre cadhérine classique spécifique des cellules
endothéliales : la VE-cadhérine. Deux études in vitro basées sur I'analyse de la localisation des
deux cadhérines dans des modeles hétérologues ont permis d’apporter quelques éléments de
réponse concernant cette hypothese. Tout d’abord, dans un modele hétérologue CHO, il a été
montré que les CHO transfectées par la VE-cadhérine voient leur N-cadhérine endogéne chassée
des structures jonctionelles, lieu ou elle persiste en absence de VE-cadhérine (Navarro et al.,
1998). Par ailleurs, la capacité d’exclusion engendrée par la VE-cadhérine est spécifique entre la
VE- et la N-cadhérine, puisque la VE-cadhérine ne peut modifier la localisation de la E- et de la
P-cadhérine (Jaggi et al, 2002). Cependant, le mécanisme d’exclusion dans les cellules

endothéliales, en particulier in vivo, est encore bien peu caractérisé.

e Fonctions de la N-cadhérine au sein de I'endothelium

- Recrutement des péricytes au cours du développement vasculaire.

Depuis de nombreuses années, il est généralement admis que la N-cadhérine participe au
recrutement des péricytes ce qui permet la stabilisation des vaisseaux au cours des étapes tardives
de I'angiogenése. Ainsi, elle engendrerait des interactions homophiliques hétérotypiques entre la
cellule endothéliale et la couche de cellules murales sous-jacente comme les péricytes ou cellules
musculaire lisses (Cavallaro et al., 2006). En effet, il a été montré que la déficience en N-

cadhérine entraine une diminution significative de la couverture péricytaire au cours de
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I'angiogenese (Tillet et al., 2005) (Gerhardt et al., 2000) (Cavallaro et al., 2006). De plus, suite a un
traitement avec des anticorps dirigés contre la N-cadhérine, les cellules endothéliales des
embryons de poulet perdent linteraction avec les péricytes (Gerhardt et al., 2000). Ces
observations s’accompagnent d’hémorragies et d’'une morphogenese vasculaire aberrante. La
stabilisation de I'interaction entre la cellule endothéliale et la cellule murale serait régulée par
I'activation du récepteur S1P1 suite a sa liaison au Sphingosine 1-Phosphate (S1P). Ce récepteur
organiserait de maniere précise la localisation de la N-cadhérine entre les deux types cellulaires ce
qui renforcerait I'adhérence entre ces cellules. En effet, le récepteur S1P1 activerait Rac et
permettrait la polymérisation des microtubules ce qui organiserait le trafic intracellulaire de la N-
cadhérine jusqu’aux contacts formés entre la cellule endothéliale et la cellule murale (Paik et al.,
2004). Cependant, en 2006, des études menées sur I'embryon spécifiquement déficient en N-
cadhérine endothéliale ont montré que cette cadhérine jouerait un role plus précoce au cours de
la morphogenése vasculaire et ceci avant la stabilisation du vaisseau déja formé par les cellules
murales. En effet, I'embryon déficient en N-cadhérine meurt a des stades de développement
précoce (Luo and Radice, 2005) et copie le phénotype de I'embryon déficient en VE-cadhérine.
Cependant, la déficience en N-cadhérine entraine également dans ce modéle, une régulation
négative de I'expression de la VE-cadhérine. Aux vues de I'importance capitale de la VE-
cadhérine au cours de I'angiogenése, ces observations laissent ainsi planer un doute non
négligeable concernant la véritable cause de la désorganisation du sytéme vasculaire chez ces

embryons.

-Transmigration des cellules cancéreuses

La N-cadhérine des cellules endothéliales engendre des interactions hétérotypiques avec la
N-cadhérine de certaines cellules cancéreuses comme les mélanomes (Sandig et al., 1997) (Qi et
al., 2005). Cette interaction favorise la transmigration de la cellule cancéreuse du sang dans les
tissus sous-jacents ce qui engendrerait la diffusion métastatique (Qi et al., 2006). Bien que les
mécanismes moléculaires de ce phénomeéne restent encore inconnus, le changement de la
localisation de la N-cadhérine endothéliale permet la formation de contacts entre la cellule
endothéliale et la cellule cancéreuse et favorise sa transmigration (Qi et al., 2005). En parallele, la
kinase Src, en contrélant de la phosphorylation de la N-cadhérine, régule le passage des cellules
cancéreuses au travers de la monocouche de cellules endothéliales (Qi et al., 2006).
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f. La VE-cadhérine

& Découverte et patron d’expression

La cadhérine endothéliale vasculaire ou VE-cadhérine est la protéine adhésive majoritaire
de la jonction adhérente endothéliale. En 1991, elle a été identifiée pour la premiere fois par
Suzuki (Suzuki et al., 1991). En paralléle, une année plus tard, la méme cadhérine a été mise en
évidence par I'équipe de Dejana grace a un anticorps dirigé spécifiquement contre cette protéine
(7B4) (Lampugnani et al., 1992). Bien quelle soit exclusivement exprimée par les cellules
endothéliales chez I'adulte, elle peut étre présente au sein de cellules n’ayant pas atteint leur stade
de différentiation ultime comme les cellules du cytotrophoblaste ainsi que par les progéniteurs
endothéliaux circulants mais son expression non endothéliale est trés limitée. Depuis peu, il a été
rapporté que certaines cellules cancéreuses comme les cellules de gliomes, les cellules du
mélanome ou certains sous types d’astrocytes pouvaient exprimer la VE-cadhérine (Boda-
Heggemann et al., 2009) (Hendrix et al., 2001).

@ Organisation de la VE-cadhérine a la jonction

La VE-cadhérine est une cadhérine classique de type Il. Elle présente de nombreuses
similarités comparée aux autres cadhérines classiques du point de vue structurale. Sa fonction
adhésive est régie par son domaine extracellulaire et par le biais de son domaine intracellulaire,
elle peut se lier aux caténines (I'a-, la B-, la y-caténine et la caténine p120) ce qui lui permet d’étre
reliée au cytosquelette d’actine.

Des travaux récents ont mis en évidence que I'organisation membranire de la VE-
cadhérine présentait quelques spécificités. L'équipe de Gulino-Debrac a ainsi mis en évidence
pour la premiére fois que I'annexine 2 pouvait s'associer a la VE-cadhérine et était susseptible,
grace a sa liaison a I'actine, de réguler I'organisation et la stabilité membranaire de la cadhérine
aux contacts interendothéliaux (Heyraud et al., 2008). En effet, les cellules endothéliales
HUVEC:s traitées au siRNA dirigé contre I'annexine 2 ne présentaient plus de VE-cadhérine a la
jonction. En outre, les radeaux lipidiques connus pour rigidifier des parcelles membranaires,
sembleraient également impliqués dans la stabilité de la VE-cadhérine membranaire. Suite au
traitement avec une drogue visant & déstabiliser les radeaux lipidiques comme la méthyl-R-
cyclodextrine (MBCD), I'annexine 2 se voit chassée de ces microdomaines et la VE-cadhérine
perd sa localisation jonctionelle. L'annexine 2 serait une protéine bi-fonctionelle dans la stabilité
de la VE-cadhérine jonctionelle, permettant d’ancrer la VE-cadhérine au cytosquelette d’actine et
aux radeaux de cholestérol (Cf. Figure 20).
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Figure 20 : Organisation moléculaire du complexe a base de VE-cadhérine au sein des
jonctions adhérentes

(D’apres (Heyraud et al., 2008))

A Dans des cellules éparses, les jonctions adhérentes sont immatures et associées faiblement au cytosquelette
d’actine et I'annexine 2 est principalement cytoplasmique. Le complexe a base de VE-cadhérine peut diffuser
librement dans la membrane (fleches noires).

B. Une fois la confluence atteinte, la jonction adhérente est alors mature. L'annexine 2 s'associe a la fois au
radeau lipidique et a la VE-cadhérine. Ainsi, la formation de ce complexe permet de stabiliser la VE-cadhérine a la
membrane. L'annexine 2 est un nouveau partenaire de la VE-cadhérine permettant donc de stabiliser la jonction
adhérente.

® Base moléculaire de la fonction adhésive de la VE-cadhérine : assemblage
homotypique hexamerique

La capacité adhésive de la VE-cadhérine est dépendante des domaines extracellulaires.
L’organisation des structures vasculaires est régie par ce complexe adhésif, ce qui montre
I'importance de I'étude de la formation de la liaison homophilique. L’'assemblage des domaines
extracellulaires de la VE-cadhérine est original pour une cadhérine classique. A linverse de
I'organisation tétramérique des diméres de E- ou de N-cadhérine, le complexe extracellulaire de

VE-cadhérine s’organise sous forme d’hexameres (Cf. Figure 21).
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Espace intercellulaire

Figure 21 : Assemblage homotypique hexamérique de la VE-cadhérine

(D’apres (Hewat et al., 2007))

Les domaines extracellulaires (EC)-1,-2,-3 et 4 de la VE-cadhérine sont représentés en violet, bleu et vert (A). lls
forment en cis un trimere. Ce trimére s'associe par la suite avec un trimére antiparalléle. La partie B de la figure
représente un schéma simplifié de I'interaction des domaines extracellulaires. Les numéros correspondent aux

numéros des domaines EC.

Deux différents modéles ont été établis afin de comprendre I'assemblage entre les
domaines extracellulaires de la VE-cadhérine. Le premier modele a été déduit a partir de
fragments recombinants constitués des domaines EC1 a EC4 (Hewat et al., 2007). Trois
domaines extracellulaires paralleles de VE-cadhérine s’organisent pour former une triple hélice
(Bibert et al., 2002) (Lambert et al., 2005). L’interaction entre les trois molécules de VE-cadhérine
est dépendante du domaine EC3-EC4. Cette structure trimérique interagit par la suite de maniére
téte-béche avec une autre triple hélice grace au domaine EC1. Un deuxieme groupe de recherche
a mis en évidence I'association paralléle de 3 molécules de VE-cadhérine a partir de fragments
issus de I'expression du domaine EC1 & ECS5 fusionnés a la partie N-terminale de la partie « coil-
coiled » de la protéine CMP (Cartilage Matrice Protein) dans des cellules eucaryotes 293-HEK
(Ahrens et al., 2003). Cependant contrairement aux résultats de Lambert, ce trimére n’est pas

capable d’interagir en trans avec un autre trimére via leur domaine EC1.
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® Fonctions de la VE-cadhérine dans I'’endothelium

La fonction biologique de la VE-cadhérine au sein de la cellule endothéliale a été
caractérisée in vivo et in vitro et I'ensemble des données converge vers un réle clé de la VE-

cadhérine dans I'organisation du réseau vasculaire au cours de I'angiogenése.

® Réle de la VE-cadhérine dans I'organisation du réseau vasculaire

Tout d’abord, I'analyse des embryons déficients pour la VE-cadhérine a montré des
phénotypes sans équivoque. Ces embryons meurent a des stades de développement précoce (9
jours %) a cause de graves malformations du réseau vasculaire (Gory-Faure et al., 1999)
(Carmeliet et al., 1999). Bien que les cellules embryonnaires déficientes en VE-cadhérine se
différencient correctement en cellules endothéliales, le remodelage vasculaire est perturbé et
I'angiogenese est incompléte (Cf. Figure 22). Les annexes embryonnaires comme le sac vitellin
présentent les plus graves malformations vasculaires. En effet, bien que les cellules des ilots
sanguins se différencient correctement en cellules endothéliales, ces derniéres restent isolées et
n’établissent pas de plexus vasculaire primaire. Ces résultats montrent clairement que la VE-
cadhérine est indispensable a la morphogenese vasculaire. De plus, d’autres résultats viennent
appuyer ce constat. Les bourgeons vasculaires issus des corps embryoides (EBs, Embryoid
Bodies) issus de cellules souches embryonnaires déficients en VE-cadhérine présentent une
désorganisation complete (Feraud et al., 2001). L’analyse de la déficience en VE-cadhérine au
sein du modéle de poisson-zébre met également en évidence I'importance capitale de la VE-
cahérine dans la formation d’un réseau vasculaire stable et fonctionel (Montero-Balaguer et al.,
2009). Toutefois, quelques nuances ont été montrées.

En effet, ces études démontrent le role de cette molécule d’adhérence dans la mise en place des
connections vasculaires permettant de stabiliser le réseau vasculaire néo-formé et d’inhiber ainsi
un bourgeonnement anarchique des cellules endothéliales. Ce phénomene s’explique par
I'activation de la contractibilité de I'actomyosine par la chaine légere de la myosine 2 (MLC2,
Myosin Light Chain 2) qui est activée par la kinase Rho suite a I'engagement des molécules de
VE-cadhérine au début du contact entre deux cellules (Abraham et al., 2009). La contractibilité de
I'actomyosine induit une accumulation de la VE-cadhérine au niveau des jonctions ce qui

renforce ainsi la force de I'adhérence interendothéliale et la stabilité du bourgeon endothélial.
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Aspect: Aspect;
De I'embryon Du sac vitellin De 1’embryon Du sac vitellin

Figure 22 : Importance de la VE-cadhérine dans la formation du réseau vasculaire :
comparaison des embryons et des sacs vitellins sauvages et déficients en VE-cadhérine

(Adapté de (Gory-Faure et al., 1999))
Les embryons déficients en VE-cadhérine a un stade de développement de 9 jours * présentent de graves
malformations du réseau vasculaire et un retard de croissance trés prononcé. Les vaisseaux sanguins des sacs vitellins

sont extrémement désorganisés comme le montre le marquage PECAM

e Modulation de la survie cellulaire

Alors que les connaissances des voies de signalisation induites par la VE-cadhérine étaient
encore limitées, la R-caténine a été pressentie comme partenaire capable d’induire des voies de
signalisation. En effet, de précédentes études ont montré I'importance du complexe VE-
cadhérine/R-caténine dans I'inhibition de contact et dans le contréle de la prolifération cellulaire
(Caveda et al., 1996). Ainsi, des embryons qui expriment la VE-cadhérine tronquée pour le
domaine de liaison a la R-caténine ont été générés (Carmeliet et al., 1999). De maniére similaire
aux embryons déficients en VE-cadhérine entiére, ces embryons présentent une insuffisance
vasculaire léthale qui est corrélée a I'apoptose des cellules endothéliales. Le réle anti-apoptotique
du domaine de liaison de la B-caténine de la VE-cadhérine ferait intervenir le VEGFR-2.
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Figure 23 : Réle du domaine de liaison de la VE-cadhérine pour la 3-caténine dans la
survie de la cellule endothéliale

(D’aprés (Carmeliet and Collen, 1999))

La liaison du VEGF-A au VEGFR-2 induit la formation d’'un complexe entre la VE-cadhérine et le VEGFR-2. Ces
molécules sont associées respectivement a la B-caténine et a la PI3K ce qui induit la formation d'un complexe
multprotéique entre ces molécules et engendre I'activation de la kinase AKT. Ceci favorise alors la survie cellulaire.

La formation d’'un complexe multiprotéique entre le VEGF-R2 et le domaine de liaison
de la B-caténine de la VE-cadhérine permettrait de recruter la PI3K et induirait I'activation d’Akt
qui a son tour active la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Cf. Figure 23). De plus, il a été
également démontré que I'activation de la voie PI3K suite a la formation du complexe VEGFR-
2/VE-cadhérine, permettait la surexpression du géne gas dont I'expression est requise pour
inhiber I'apoptose (Spagnuolo et al., 2004). Ainsi, il est clair que le complexe VEGF-R2/VE-
cadhérine est un complexe clé dans la survie de la cellule endothéliale.

e Reégulation de la prolifération cellulaire

Lors de la formation du plexus vasculaire, le VEGF est une molécule clé pour la
prolifération de la cellule endothéliale. En se liant au VEGFR-2, il induit la multiplication des
cellules endothéliales qui formeront par la suite de nouveaux vaisseaux. La VE-cadhérine est
connue pour inhiber la prolifération de la cellule endothéliale, notamment en permettant
I'inhibition de contact. Il ne serait donc pas étonnant que cette cadhérine interfére dans la voie de
signalisation du VEGF-R2. Effectivement, des études ont montré que contrairement aux cellules
déficientes en VE-cadhérine confluentes et stimulées au VEGF, les cellules endothéliales
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exprimant la VE-cadhérine proliférent peu (Grazia Lampugnani et al., 2003). De maniére plus
précise, la VE-cadhérine associée a la B-caténine formerait un complexe avec le VEGFR-2 et
inhiberait ainsi la prolifération. En effet, les cellules exprimant la forme tronquée de la VE-
cadhérine pour le domaine de liaison a la B-caténine proliféerent de la méme maniere que les
cellules déficientes en VE-cadhérine. De plus, ce complexe protéique formerait un lieu d’ancrage
pour la phosphatase DEP1 (Density Enhance Phosphatase 1). Ainsi, suite a I'activité de cette
derniére, le VEGFR-2 verrait son activité tyrosine kinase inhibée, ce qui inactiverait la voie des
MAP kinase (p44/42) impliquée dans la prolifération cellulaire. Il semblerait également que
I'association de la VE-cadhérine au VEGFR-2 potentialiserait I'inhibition de la phosphorylation
du VEGFR-2 (Lampugnani et al., 2006), puisqu’en absence de VE-cadhérine, le VEGFR-2 est
alors endocyté et séjourne plus longtemps dans des vésicules de clathrine. Cette endocytose
n'aboutirait pas a une dégradation du récepteur mais prolongerait la phosphorylation du
récepteur et de cette maniere, maintiendrait la voie de signalisation active.

En outre, toujours de maniére VEGF dépendante, la VE-cadhérine contrdlerait la
prolifération cellulaire grace a son association & Shc, molécule connue pour activer la voie des
MAP kinases. Ce faisant, Shc serait donc séquestrée par la VE-cadhérine et ne pourrait plus
participer a des voies d’induction de la prolifération cellulaire (Zanetti et al., 2002).

Bien que la régulation de la prolifération par la VE-cadhérine dans des voies de
signalisation dépendante du VEGF soit la plus connue, d’autres mécanismes anti-prolifératifs
VE-cadhérine dépendants ont été mis en évidence. La tyrosine 685 phosphorylée de la VE-
cadhérine est capable de lier les protéines kinase Src et Csk de fagcon mutuellement exclusive
(Baumeister et al., 2005) (Wallez et al., 2007). Csk associée a la VE-cadhérine semble réguler la
prolifération cellulaire et I'inhibition de contact. En effet, des CHOs exprimant la VE-cadhérine
mutée sur la tyrosine 685 perdent l'inhibition de contact et proliferent continuellement.
Egalement, dans des cellules endothéliales humaines, la perte d’expression de Csk par stratégie
siRNA augmente la prolifération cellulaire. Une autre etude a également montré que la VE-
cadhérine était impliquée dans le maintien de I'état non-prolifératif de la cellule en régulant
négativement I'expression de la survivine, protéine impliquée dans le contrble de la division
cellulaire (lurlaro et al., 2004).

Ces résultats montrent que la VE-cadhérine est une molécule clé dans le contréle de la
prolifération des cellules endothéliales. Elle constituerait une véritable plateforme protéique
permettant le recrutement de partenaires cytoplasmiques impliqués dans des voies d’induction de
la prolifération cellulaire et pourrait alors interférer dans de telles voies de transduction.

-57-



® Réle de la VE-cadhérine dans le contrGle de la permeéabilité paracellulaire

L’absence de VE-cadhérine modifie profondément [I'organisation de la jonction
interendothéliale. Les cellules qui forment les sacs vitellins des embryons déficients en VE-
cadhérine présentent des contacts interendothéliaux laches. Cette observation suggere le role clé
de cette cadhérine dans le contréle de la perméabilite. En effet, le blocage de la fonction adhésive
de la VE-cadhérine a l'aide d’anticorps spécifique de son domaine extracellulaire induit une
augmentation de la permabilité (Corada et al., 1999). Ainsi de trés nombeuses études ont tenté de
mettre en évidence les mécanismes moléculaires VE-cadhérine-dépendant responsable du
maintien de la barriere endothéliale. La phosphorylation sur tyrosine, le clivage ainsi que
I'internalisation de la VE-cadhérine sont les trois principales modifications moléculaires de la VE-
cadhérine qui sont corrélées avec I'augmentation de la perméabilité de I'endothelium (Cf. Figure
24).

- Phosphorylation sur tyrosine du complexe adhérent a base de VE-
cadhérine et controle de la perméabilité

La phosphorylation de la VE-cadhérine et de ses partenaires cytoplasmiques est
couramment associée a une augmentation de la perméabilité vasculaire. Tout d’abord, au sein de
culture cellulaire endothéliale in vitro, la phosphorylation sur tyrosine de la VE-cadhérine est
dépendante de I'état de confluence des cellules. En effet, contrairement a la VE-cadhérine des
cellules confluentes, la VE-cadhérine des cellules éparses présente un taux de phosphorylation sur
tyrosine plus importante (Lampugnani et al., 1997). De plus, de nombreuses études ont montré
que la perméabilité paracellulaire induite suite a des traitements avec des agents perméabilisants,
était associée a une augmentation de la phosphorylation de la VE-cadhérine (Gavard, 2009) ainsi
que celle des partenaires cytoplasmiques préférentiels comme la B-, y-caténine et p120 (Shasby et
al., 2002) (Konstantoulaki et al., 2003) (Angelini et al., 2006).

* Phosphorylation de la V E-cadhéring
Le décryptage exact du mécanisme de la phosphorylation de la cadhérine n’est pas encore

totalement abouti. L'acteur le mieux caractérisé dans la phosphorylation de la VE-cadhérine est la

kinase Src. Cette kinase est un partenaire de la VE-cadhérine et phosphoryle la VE-cadhérine

suite & un traitement au VEGF. En effet, au sein de cellules déficientes en Src ou normales et

traitées avec des inhibiteurs de Src, la VE-cadhérine n’est plus phosphorylée (Weis and Cheresh,

2005). De plus, une étude a dailleurs identifié la tyrosine 685 comme unique site de

phosphorylation de la VE-cadhérine en réponse au VEGF (Wallez et al., 2007). D’autres kinases
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peuvent s’associer au complexe VE-cadhérine-R-caténine et modulent la perméabilité en
phosphorylant ce complexe. Par exemple, la kinase Csk régule la phosphorylation de la VE-
cadhérine de maniére indirecte. Cette kinase se lie a la VE-cadhérine phosphorylée et inactive Src
par phosphorylation (Baumeister et al., 2005). Par ailleurs, il a été montré qu'une autre kinase
(Pyk2) était impliquée dans le contrdle de la barriere endothéliale et pourrait notamment favoriser
la transmigration leucocytaire suite a certains stimuli spécifiques (Allingham et al., 2007). En effet,
suite a I'engagement de la molécule d’adhérence ICAM-1 de la cellule endothéliale avec '|CAM-1
présente a la surface du leucocyte, Pyk-2 est activée et induit la phosphorylation sur les tyrosines
658, 731 et 733 de la VE-cadhérine. Or, ces tyrosines sont comprises au niveau des sites de
liaison pour la R-caténine et p120. Une fois ces sites phosphorylés, les caténines ne pourraient
plus s’associer a la VE-cadhérine provoquant alors une perte de I'intégrité jonctinelle, ce qui
faciliterait le passage paracellulaire des leucocytes. Ainsi, pour chacune de ces études, il apparait
donc que la phosphorylation de certains sites de la VE-cadhérine soit spécifique d’une voie de
signalisation induite par un stimulus donné (Dejana et al., 2008). Cependant, ce dogme est remis
en question dans une étude tres récente. En effet, I'engagement d'une seule voie de
phosphorylation conduisant a la phosphorylation de la VE-cadhérine n’est pas suffisant pour
induire des modifications de perméabilité para-cellulaire. Il a été montré que la voie de
phosphrylation passant par Src n’est pas a elle seule suffisante pour induire une modification de
la perméabilité. Ainsi, des modifications cellulaires additionnelles seraient requises (Adam et
al.,2010).

En contrepartie, les dé-phosphorylations de la VE-cadhérine engendrées par des
phosphatases actives correlent avec une meilleure stabilité de la jonction et une baisse de la
perméabilité. Par exemple, la phosphatase VE-PTP (Vascular Endothelial Protein Tyrosine
Phosphatase) régule la phosphorylation de la VE-cadhérine et de cette maniere, diminue la
perméabilité paracellulaire. En effet, des études de perméabilité para-cellulaire in vitro ont montré
que la forme non active de VE-PTP non seulement ne déphosphorylait plus la VE-cadhérine
mais surtout ceci s'accompagnait d’une augmentation du passage de molécules fluorescentes au
travers de la monocouche de cellules étudiées (Nawroth et al., 2002) (Nottebaum et al., 2008). En
outre, d’autres phosphatases ont été mises en évidence dans la régulation de la phosphorylation
de la VE-cadhérine et dans la régulation de la stabilité de la jonction. Ainsi, DEP-1 (Grazia
Lampugnani et al., 2003), la protein tyrosine phosphatase du recepteur de type M (PTPw) (Sui et
al., 2005) et SHP2 (Ukropec et al., 2000), sont autant de tyrosines phosphatases qui régulent la
phosphorylation de la VE-cadhérine.
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* Phosphorylation des caténines
Les caténine comme p120, la R- et la y-caténine peuvent étre également phosphorylée par

les mémes agents qui phosphorylent la VE-cadhérine. Cependant les conséquences de la
phosphorylation des caténines en ce qui concerne la perméabilité vasculaire sont encore
inconnues ou tres peu caractérisées. Dans de nombreuses études, la forme phosphorylée de la 13-
caténine n’est plus associée a la VE-cadhérine. La dissociation des caténines est alors corrélée
avec I'augmentation de la perméabilité (Lilien and Balsamo, 2005).

Stabilité des * Phosphorylation * * Internalisation Perméabilité
jOHCtiOI]S -De la VE-cadhérine: Ex : -perte de p120
Ex: .Voie du VEGF -internalisation f3-
(activation de Src) arrestine dépendante
. Activation de Pyk2 s VEGE)

Domaine cytoplasmique -Des caténines

* Clivage *

Ex: - Elastase
- Cathepsin G
- ADAM 10

* Dé-phosphorvlation *

-Phosphatases
(VE-PTP, DEP-1, PTPu, SHP-2)

Figure 24 : Schéma récapitulatif des différentes voies modifiant la stabilité des jonctions a
base de VE-cadhérine.

La jonction adhérente a base de VE-cadhérine est représentée par un dimére de trimére de VE-cadhérine
(représentée en bleu). La VE-cadhérine contr6le la perméabilité de I'endothélium. Les phosphorylations de la
protéine par des agents angiogéniques comme le VEGF, I'internalisation de la VE-cadhérine ou le clivage, sont
autant de phénomenes aboutissants a la déstabilisation des jonctions. En contre-partie, la déphosphorylation de la
VE-cadhérine par des phosphatases empéche cette déstabilisation.

D.T signifie domaine transmembranaire.
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- Modulation de la perméabilité par I'internalisation de la VE-cadhérine

La VE-cadhérine peut étre internalisée de maniére clathrine-dépendante. Ce mecanisme
constitue ainsi un autre moyen de déstabiliser les jonctions et d’'induire la perméabilité. La
caténine p120 est la molécule clé du maintien de la VE-cadhérine a la membrane. Cette caténine
protége la VE-cadhérine de la machinerie d’endocytose clathrine-dépendante, en se liant sur les
sites d'interaction des protéines participant a I'endocytose (Chiasson et al., 2009) (Xiao et al.,
2005). Cependant, un autre mécanisme d’'internalisation clathrine-dépendante ne faisant pas
intervenir p120 a été observé. Cette voie est initiée par le VEGF qui active Src. Ce dernier
phosphoryle et active le facteur d’échange de nucléotide guanylique ou GEF (pour guanine-
nucleotide-exchange-factor) VAV2. VAV2 active Rac, qui induit la phosphorylation de la VE-
cadhérine sur la sérine 665. La cadhérine phosphorylée sera alors prise en charge et endocytée par
la R-arrestin-2 (Gavard and Gutkind, 2006)

- Clivage de la VE-cadhérine et ouverture des jonctions

La VE-cadhérine constitue une barriere naturelle contre le passage des cellules
immunitaires. Le domaine extracellulaire de la VE-cadhérine est particulierement sensible au
clivage protéolytique par les métalloprotéases. Ce phénomene est considéré comme un autre
moyen de réguler la perméabilité et la transmigation leucocytaire. En effet, I'elastase, la cathepsin
G et ADAM 10 sont des metalloprotéases sécrétées en masse par les cellules immunitaires ou les
cellules cancéreuses qui induisent précisément le clivage de la VE-cadhérine (Hermant et al.,
2003) (Luplertlop et al., 2006) (Schulz et al., 2008). Ainsi, le domaine extracellulaire de la VE-
cadhérine libéré peut étre considéré comme un biomarqueur de certaines pathologies,
notamment des pathologies inflamatoires. La mise au point de dosage de la partie extracellulaire
constituerait un moyen pour dépister ces maladies inflammatoires.

En conclusion, la VE-cadhérine régule la perméabilité para-cellulaire et permet le

maintien de I'intégrité vasculaire par I'intermédiaire des partenaires qui lui sont associés.

® La VE-cadhérine et la régulation de la progression tumorale: une cible
thérapeutique antiangiogénique de premier ordre.

La VE-cadhérine est spécifique des cellules endothéliales. Elle est fondamentale au cours
de l'angiogenese physiologique et peut donc constituer une cible anti-angiogénique de choix
notamment au cours du switch anti-angiogénique pendant la progression tumorale. De
nombreuses études ont ainsi montré que I'utilisation d’anticorps bloquant I'activité adhésive de la

VE-cadhérine induisait la régression tumorale et surtout I'inibition de la formation de nouveaux
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vaisseaux au sein de la tumeur (Liao et al., 2000). De plus, ces anticorps inhibent spécifiquement
la formation de nouveaux vaisseaux sans affecter la stabilité des jonctions des vaisseaux
quiescents (Liao et al., 2002) (Corada et al., 2002). Ceci suggere vraisembablement que la VE-
cadhérine présenterait une accessibilité différente de ses épitopes au cours de I'angiogenése. Sur la
base de ces différences structurales, de nouvelles thérapies anti-tumorales spécifiques pourraient
&tre mis en place.
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I1. Les radeaux lipidiques : centres organisateurs de
la membrane cellulaire

Les cellules vivantes possédent une quantité importante de membranes qui permettent
avant tout une séparation physique et une compartimentation des différents organites
intracellulaires.

Les membranes rassemblent de nombreuses molécules représentées principalement par
des protéines enchassées ou en interaction avec les molécules lipidiques. Ces associations
constituent un systeme multimoléculaire d’une trés grande complexité. Par aillieurs, ce réseau
extrémement complexe peut étre lié au cytosquelette d’actine ce qui constitue un niveau

d’organisation ultime.

A. Historique de la découverte de la théorie des radeaux

Depuis la fin du XI1Xeme siecle, des modéles d’organisation de la membrane plasmique
ont été proposés afin de comprendre I'interrelation entre I'organisation précise et fine de la
membrane et les fonctions biologiques remplies par la membrane.

Au début des année 70, Singer et Nicolson proposérent le modéle de « mosaique fluide ».
Ce modele décrit des protéines membranaires pouvant diffuser librement au sein d’une bicouche
lipidique fluide. Au fur et @ mesure des années, grace a des nouveaux outils d’analyse de plus en
plus perfectionnés comme la technique de retour de fluorescence aprés photoblanchiment
(FRAP) ou la technique de corrélation de fluorescence par spectroscopie (FCS), le mouvement
des molécules membranaires a pu étre étudié. Ces techniques ont permis de mettre en évidence
des différences de diffusion moléculaire au sein de la membrane. Ceci suggérait que la membrane
plasmique présente des hétérogénéités dans sa composition et qu'elle s’organise ainsi en
microdomaines.

Ces observations ont donné ainsi lieu a de nouveaux modeles d’organisation dynamique
de la membrane, dont le modéle de radeaux lipidiques fait partie. Ce modéle fut établi et proposé
en 1988 par deux biologistes, Simons et Van Meer pour expliquer I'asymétrie du transport
membranaire (van Meer and Simons, 1988). Ce modéle d’organisation met en avant I'existence de
radeaux lipidiques a base de cholestérol et de glycosphingolipides. Ces radeaux permettent de
rassembler et de concentrer en un endroit précis de la membrane certaines molécules impliquées

dans des voies de signalisation (Cf. Figure 25).
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Figure 25 : Hlustration du radeau lipidique rassemblant des protéines au niveau de la
bicouche lipidique

(D’apres Frank Lafont et Gisou van der Goot, Pour la Science 2005)

Les radeaux lipidiques flottent a la surface des cellules. Ils sont constitués de lipides particuliers (en jaune), distincts
de ceux du reste de la membrane (en bleu). Des protéines (en marrons) peuvent s'associer aux radeaux.

Ces structures membranaires forment ainsi de véritables plates-formes de signalisation.

B. Description du radeau

1. Composition en molécules lipidiques

Les radeaux sont des domaines de la membrane particulierement riches en cholestérol et
en glycosphingolipides. Les molécules de cholestérol a proximité des chaines saturées des
sphingolipides induisent une compaction de ces chaines, ce qui accentue la rigidité de la
membrane. Au sein des radeaux, le cholestérol sert de « glue » et permet ainsi la cohésion stable
entre les composants du radeau (Simons and Toomre, 2000). Les radeaux créent ainsi des
microdomaines membranaires rigides et organisent la membrane. Cette structure est également
nommée « phase liquide ordonnée » ou phase lo alors que la membrane en dehors des radeaux est
appelée « phase liquide désordonnée » ou phase Id.

2. Caractéristiques des protéines associées aux radeaux

Au sein de ces microdomaines, des protéines peuvent s’y associer (Cf. Figure 26). Les

protéines qui ont la capacité de s’enchasser spécifiguement aux radeaux présentent des
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particularités chimiques (Epand, 2008). Une protéine peut s’associer aux radeaux grace a des
modifications post-traductionnelles comme I'ajout d’un acide gras ou l'ajout d’'un composé
hydrophobique. L’ajout d’un acide palmitique, d'un acide myristique (Cf. Figure 26) sont des
modifications qui permettent aux protéines d’interagir avec les radeaux lipidiques (Resh, 2004)
(Resh, 2006). La palmitoylation des protéines associées aux radeaux s'observe le plus souvent
sur des protéines transmembranaires. L’addition d'une ancre composée d'un
glycophosphatidilinositol (ou ancre GPI) sur la protéine en position N-terminale permet a cette
protéine d’étre enchéssee au sein des radeaux (Morandat et al., 2002) (Wang et al., 2002) (Sharma
et al.,, 2004).

Radeau lipidique

ly yhingolipide

mymﬁ ﬁfﬂﬁﬁﬁﬁ @m
ytoplasme

Protéine a ancre GPI g G

MBS

Protéines associées aux radeaux

JS-acylation [Cholestérol

Figure 26 : Représentation schématique du radeau lipidique et de ses protéines associées

(D’aprés (Chichili and Rodgers, 2009))
Les radeaux lipidiques sont composés de cholestérol (en bleu) et de glycosphingolipides et ancrent certaines
protéines qui présentent des modifications post-traductionnelles précises comme I'acytation. Les protéines a ancre
GPI peuvent s’associer aux radeaux.

La double acylation des protéines comme certaines kinases de la famille Src ou la sous-
unité Ga. des protéines G hétérotrimériques adresse ces protéines aux radeaux (Webb et al.,
2000) (Liang et al., 2001). Certaines protéines sont méme capables de se lier de maniére covalente
au cholestérol (Karpen et al., 2001). Par ailleurs, d’autres protéines s'associent aux radeaux par
I'intermédiaire de molécules formant le radeau lipidique. Par exemple, le phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate (PIP2) est un lipide anionique qui se trouve aux radeaux. Il possede une forte
affinité pour le domaine homologue de la pleckstrine (ou PHD), ce qui lui permet d’étre associé a
de telles molécules. Or, la plupart des protéines comportant un domaine PHD sont connues pour
s'associer au cytosquelette d’actine. De cette maniere, le PIP2 est un adaptateur lipidique qui

permet d’'ancrer le cytosquelette d’actine aux radeaux par I'intermédiaire de son association au
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protéines a domaine PHD (Yin and Janmey, 2003). De plus, par I'intermédiaire de ce réseau
d’actine relié¢ au radeau, des molécules d’adhérence associées a I'actine comme les cadhérines

pourraient étre, de maniére indirecte, enchassées dans ces microdomaines membranaires.

C. La Cavéole : un sous-type de radeau lipidique

La cavéoline et la flotilline sont deux marqueurs protéiques de référence des radeaux
lipidiques (Parton et al., 2006) (Langhorst et al., 2005). La cavéoline membranaire, associée a
d’autres protéines plasmiques, forme un complexe protéique qui peut modifier la forme de la
membrane notamment par des phénomenes d’invagination membranaire. Cette structure
nommée cavéole est fortement et étroitement associée aux molécules de cholestérol (Cf. Figure
27).

poo° AUl

‘Palmitoylation|
Cholestérol
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d'interaction avec
\
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AN
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Figure 27 : Organisation structurale de la cavéole.

(D’apres (Parton and Simons, 2007))

La cavéole est un sous-type de radeau lipidique. C'est une structure qui s'invagine au niveau de la membrane

plasmique. La cavéoline est le principal constituant protéique de la cavéole.

Elle est donc considérée comme un sous-type de radeau lipidique. Elle forme a la surface
de la cellule des invaginations membranairess et participe activement a I'endocytose et la
transcytose de I'albumine a travers la monocouche de cellules endothéliales (Parton, 1996) (Smart
et al.,, 1999).
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D. Propriétés des radeaux au profit de leur extraction

Au début des années 90, Brown et Rose ont réussi pour la premiere fois a extraire les
sphingolipides ainsi que les protéines a ancre GPI. lls ont ainsi mis en évidence que ces
molécules sont insolubles en présence de détergents non ioniques a 4°C. De plus, suite a une
centrifugation sur un gradient de sucre, ces molécules se concentrent et flottent a une densité
précise du gradient. Elles sont associées a une forte proportion de cholestérol (Brown and Rose,
1992). Cette méthode d’extraction permet ainsi de récupérer les membranes résistantes au
détergent (ou DRM) qui correspondent a la phase lo. Le plus souvent, les radeaux lipidiques sont
extraits a partir de cette méthode et a partir d’'un gradient de sucrose a 40% -30%- et 5 %. Les
membranes enrichies en cholestérol se situent dans la partie supérieure du gradient. L’isolement
des radeaux sur gradient de sucrose en présence de détergent non ionique a 4°C est devenue une
des technique de référence pour extraire les radeaux lipidiques.

E. Les radeaux lipidiques organisent la biologie de la cellule

Les radeaux lipidiques permettent une organisation précise de la membrane. lls
rassemblent et concentrent les protéines membranaires en un seul et méme endroit. Parmi les
protéines enchassées au sein des radeaux, se trouvent des protéines qui participent et induisent
des voies de signalisation intracellulaire. Sous I'effet d’un stimulus, la composition protéique du
radeau est modifiée ainsi que I'état de phosphorylation des protéines qui le forment. Les radeaux
régulent ainsi activement la transduction du signal et sont aussi clairement impliqués dans des

pathologies.
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1. Les radeaux et pathologies associéees

a. Réponse immunitaire

La modulation des voies de signalisation par les radeaux lipidiques a été tout d’abord
observée au cours de la réponse immune (Simons and Toomre, 2000). L’exemple le plus probant
est celui de la signalisation induite par la liaison de 'immunoglobuline E sur le récepteur FceRI
localisé sur les mastocytes ou les basophiles. Cette voie est impliquée au cours de la réaction
allergique et conduit & une libération massive de molécules d’histamine de la part des mastocytes.
Les radeaux organisent et participent a la voie de signalisation suite a la liaison de I'lgE et de son
récepteur. En effet, la déplétion de cholestérol par des drogues comme la Methyl-R-cyclodextrine
abolit complétement cette signalisation et inhibe la réaction allergique. Le FceRI non couplé a
I'lgE n’est pas enchéssé au sein du radeau lipidique. Suite a I'interaction entre ces deux molécules,
le récepteur s’associe alors étroitement aux radeaux, ce qui engendre le recrutement de molécules
signalétiques de type tyrosine kinases qui permettent alors I'initiation de la réponse immunitaire.

De plus, les radeaux lipidiques sont essentiels pour la formation de la synapse
immunologique (Janes et al., 2000) (Langlet et al., 2000). Le récepteur du lymphocyte T engagé
avec la molécule d’histocompatibilité d’une cellule présentatrice s'associe plus étroitement au
radeau lipidique. Ce phénomeéne permet alors d'initier les voies de signalisation propre a
I'activation du TCR. Un traitement a la méthyl-R-cyclodextrine dissocie les radeaux et inhibe la
voie de signalisation induite par le TCR activé (Moran and Miceli, 1998) (Xavier et al., 1998).

Les radeaux lipidiques des cellules immunitaires constituent de véritables portes d’entrée
pour différents types de pathogéenes. Le virus HIV infecte les cellules T grace a la molécule CD4
du lymphocyte. Cette protéine est justement enchassée aux radeaux (Popik et al., 2002). Le
ciblage thérapeutique des radeaux constituerait une piste thérapeutique antivirale (Verma, 2009).
Un régime pauvre en graisse ou enrichie en acide gras oméga 3 ainsi qu’un traitement médicinal a
base de triterpenes de plante pourrait étre un complément a la tri-thérapie. Ces traitements
cibleraient ainsi le composant majeur des radeaux lipidiques : le cholestérol.

L’association différentielle de molécules signalétiques aux radeaux lipidiques peut
engendrer des pathologies auto-immunes comme le lupus systémique érythémateux. La principale
cause du lupus systémique érythémateux est la baisse de la tolérance du lymphocyte B et de la
production d’auto-anticorps. Suite a I'activation du récepteur du lymphocyte B, les kinases Lyn et
Lck sont toutes deux impliquées dans la transduction du signal conduisant a la production
d’anticorps dirigés contre les molécules du soi. Chez les patients atteints de cette pathologie, les
deux kinases sont souvent sous-exprimées et ne s’associent plus aux radeaux (Flores-Borja et al.,

2005) (Jury and Kabouridis, 2004).
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b. Cancer

Les radeaux pourraient participer au développement du cancer et ceci par I'intermédiaire
de la cavéoline-1. Cette protéine associée au cholestérol joue un réle différent en fonction des
cancers étudiés. La cavéoline-1 est considérée comme suppresseur de tumeur dans le cancer du
poumon (Bouras et al., 2004). En effet, au sein de ces cancers, son expression est diminuée. Le
rétablissement de son expression bloque I'invasion tumorale, la prolifération cellulaire et active en
paralléle I'apoptose de la cellule cancéreuse (Fiucci et al., 2002) (Wu et al., 2008). A contrario, les
cellules cancéreuses du cdlon présentent trés souvent une surexpression du géne de la cavéoline-
1. La surexpression de la cavéoline-1 est corrélée a une augmentation de la prolifération cellulaire
(Patlolla et al., 2004). De plus, les radeaux pourraient protéger les cellules tumorales contre
'apoptose. En effet, au cours de l'apoptose, les radeaux constituent des plateformes
membranaires qui concentrent les molécules impliquées au cours de I'apoptose comme le
récepteur Fas (Gajate and Mollinedo, 2005) (Gajate et al., 2000). Ils permettent alors la formation
et I'activation du complexe protéique aboutissant a la mort cellulaire. En effet, des études in vitro
ont montré que certaines molécules aux propriétés anticancéreuses, comme I'edolfosine,
provoquaient I'apoptose des cellules cancéreuses en plagant le récepteur de mort cellulaire des
cellules cancéreuses aux radeaux de cholestérol (Mollinedo et al.) (Gajate et al., 2009) (Xu et al.,
2009). Ainsi, un tel mécanisme pourrait étre mis a profit pour élaborer de nouvelles stratégies

antitumorales.

c. Maladies neurogénératives

L’association différentielle de protéines au sein des radeaux est impliquée dans plusieurs
pathologies neuronales, comme la maladie d’Alzheimer, la maladie de parkinson ainsi que les
maladies associées au prion (Michel and Bakovic, 2007). Le plus souvent, les protéines impliquees
dans ces pathologies peuvent s’associer aux radeaux lipidiques. Cette association corréle le plus
souvent avec une progression accrue de la maladie neurodégénérative étudiée.

Par exemple, la principale cause de la maladie d’Alzheimer réside en la formation de plagues
amyloides résultant de I'agrégation de peptides amyloides. Or, il semblerait que les protéines
associées aux radeaux lipidiques des cellules situées dans la région de I'hippocampe participeraient
activement a la formation des plaques séniles. En effet, il a é&té montré tout d’abord que I'enzyme
produisant le peptide amyloide : la y-sécrétase, une fois activée, s'associait aux radeaux (Hur et al.,
2008). De plus, dans cette méme région cérébrale, I'accumulation de peptides amyloides a été
observée (Riddell et al., 2001). Par ailleurs, une autre étude a mis en évidence des concentrations
anormales de peptide amyloides chez les patients au sein de microdomaines lipidiques riches en
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gangliosides GM1. Notamment cette étude a montré que le GM1 pouvait se lier au présurseur du
peptide amyloide ce qui accélérait le clivage et contrblerait les changements conformationnels de
ce dernier (Hayashi et al., 2004). Ces résultats suggerent, une fois de plus, que les radeaux
lipidiques participent & la maladie d’Alzheimer en favorisant la formation de la plaque sénile
(Molander-Melin et al., 2005) (Kakio et al., 2001).

Ainsi, les radeaux sont capables d’agencer et d’organiser la répartition des protéines ce qui
favorise la rencontre et/ou l'interaction de protéines pouvant étre impliquées dans des voies de
signalisation. Les radeaux lipidiques peuvent alors étre assimilés a des plateformes d'initiation de

la signalisation intracellulaire et sont donc indispensables au bon fonctionnement de la cellule.

2. Organisation de I'adhérence cellulaire par les radeaux
lipidiques

a. Organisation des molécules adhérentes

L’interaction entre les cellules passe par de multiples molécules d’adhérence. La
localisation subcellulaire exacte de ces molécules au sein de la cellule est fondamentale pour que
les cellules puissent créer entre elles des interactions fiables. De nombreuses études ont permis de
mettre en évidence que les radeaux pouvaient organiser la localisation des molécules d’adhérence
au sein des structures adhérentes. De plus, les radeaux peuvent s'associer aux molécules du
cytosquelette comme I'actine et I'a-actinine (Chichili and Rodgers, 2009). Cette observation peut
constituer une autre preuve potentielle de I'association des molécules d’adhérence aux radeaux
puiqu’elles sont elles-mémes en interaction avec de telles protéines. A I'heure actuelle, la plupart
des travaux ont porté entre autres sur I'analyse de la jonction serrée des cellules épithéliales. Ces
études ont pu mettre en évidence que les constituants majeurs des jonctions serrées comme
I'occludine, les Claudines-1, 3, 4, 7, JAM-A et ZO-1 s’associaient aux radeaux lipidiques (Nusrat
et al., 2000b) (Lambert et al., 2007). De plus, les radeaux lipidiques participent activement a la
biologie de la jonction serrée puisque I'association des protéines de la jonction serrée aux radeaux
régule la perméabilité para-cellulaire. En effet, suite & un traitement visant & déstabiliser les
radeaux, la claudine perd sa localisation habituelle. Ce phénomeéne correle avec une augmentation
de la perméabilité paracellulaire (Lambert et al., 2007).

En paralléle, des études ont montré que les radeaux pouvaient organiser les molécules des
jonctions adhérentes comme la N-cadhérine des cellules myoblastiques (Causeret et al., 2005).
Dans ce modeéle cellulaire, les radeaux stabilisent la N-cadhérine a la membrane et favorisent ainsi

I'interaction intercellulaire. De plus, la caténine p120 s’associe préferentiellement a la N-cadhérine
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enchassée aux radeaux (Taulet et al., 2009). La formation de ce complexe assure alors une
stabilité accrue de la cadhérine a la membrane. Le rble clé des radeaux lipidiques dans
I'organisation des molécules d’adhérence a la membrane a été mis également en évidence au cours
du processus de fusion des cellules myogéniques (Mukai et al., 2009). En effet, les radeaux
permettent de concentrer les molécules d’adhérence comme la M-cadhérine a I'extrémité du
lamellipode de la cellule. Cette structure représente un site membranaire favorable a I'interaction
cellulaire. Les radeaux lipidiques seraient alors des régulateurs de I'adhérence intercellulaire. 1ls
permettraient de concentrer et de rapprocher physiquement les molécules d’adhérence afin
qu’elles établissent des interactions.

b. Organisation des molécules d’adhérence endothéliales

Bien que le rdle des radeaux lipidiques dans I'organisation des molécules d’adhérence
membranaires commence a étre décrypté, le role et la fonction spécifique des radeaux lipidiques
au sein des cellules endothéliales reste encore tres mal caractérisé. Cependant, quelques études
portant sur les radeaux lipidiques des cellules endothéliales de la barriere hémato-encéphalique
ont été menées. Les résultats de ces études ont montré que certaines molécules d’adhérence
pouvaient s'associer aux radeaux lipidiques, et que les radeaux lipidiques permettaient d’organiser
leur localisation et jouaient un réle certain dans la fonction biologique de ces molécules. L’équipe
de McCaffrey a pu mettre ainsi en évidence que I'occludine des cellules endothéliales de cerveau
de souris pouvait in vitro et in vivo s’associer aux radeaux (McCaffrey et al., 2007) (Cf. Figure 28).
De plus, des études complémentaires ont mis en évidence que la perméabilité dépendait a la fois
de la formation de structures oligomériques a base d’occudine mais surtout de I'association des
occludines aux radeaux lipidiques (McCaffrey et al., 2008).

L’association des molécules de la jonction adhérente aux radeaux lipidiques n’a jamais été
vraiment mise en évidence. Une étude uniquement a étudié les conséquences d’une
déstabilisation des microdomaines riches en cholestérol sur I'intégrité de la jonction adhérente
(Song et al., 2007). Ainsi, la VE-cadhérine et la B-caténine ont été analysées apreés extinction de la
cavéoline-1 par siRNA. Les résultats ont montré que l'absence de cavéoline-1 régulait
négativement I'expression de la VE-cadhérine et de la R-caténine ce qui entrainait une
augmentation de la perméabilité para-cellulaire. 1l se pourrait donc que suite a la déstabilisation
des radeaux provoquee par I'extinction de la cavéoline-1, la VE-cadhérine soit également chassée
de ces microdomaines. Néanmoins, une analyse plus précise et plus fine de la composition des
radeaux lipidiques de ces cellules aurait pu clairement trancher sur la possible association des
molécules de la jonction adhérente aux radeaux. Il serait ainsi intéressant d’analyser cet aspect et
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de déterminer si les radeaux peuvent organiser les molécules d’adhérence au sein des jonctions
adhérentes.

Les résultats obtenus sur I'analyse des molécules de la jonction serrée prouvent que les
radeaux lipidiques des cellules endothéliales organisent les contacts intercellulaires en concentrant
les molécules d’adhérence. Ce mécanisme permettrait ainsi de renforcer les contacts entre les
cellules. Cependant, aucune preuve tangible n’a été ainsi mise en évidence quant a I'association
des molécules de la jonction adhérente aux radeaux lipidiques. Une partie de mon travail de these
a consisté a analyser cette possible association.
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POLE BASAL

Figure 28 : Organisation des molécules d’adhérence endothéliales par les radeaux
lipidiques

(D’aprés (Dodelet-Devillers et al., 2009))

Les radeaux lipidiques (en rouge) organisent la localisation et la fonction des molécules de la jonction serrée comme
les occludine et les claudines. Ces molécules sont reliées au cytosquelette d’actine par I'intermédiaire des molécules
Z0O-1 et -2. Les molécules JAM sont des protéines d’adhérences également enchassées dans les radeaux. Les radeaux
pourraient potentiellement organiser la localisation de la VE-cadhérine. Cette cadhérine est reliée au cytosquelette

d’actine par la B-caténine et I'a-caténine. Des études complémentaires permettraient de répondre a cette hypothese.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX
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|. Etude du rdle de la N- et de la VE-cadhérine dans
I’endothelium.

A. Analyse de la localisation différentielle de la N- et de la
VE-cadhérine

1. Contexte scientifique

La N-cadhérine et la VE-cadhérine sont les deux cadhérines classiques endothéliales les
plus abondantes dans I'endothelium. Bien que possédant toutes deux les mémes caractéristiques
globales que les cadhérines classiques, les deux cadhérines endothéliales se distinguent par leur
localisation différente et par leur fonction spécifique au sein de I'endothelium vasculaire. En effet,
contrairement a la N-cadhérine non-endothéliale ou bien aux autres cadhérines classiques, la
localisation de la N-cadhérine endothéliale est diffuse Par ailleurs, le rdle de la VE-cadhérine est
maintenant bien caractérisé dans la biologie de la cellule endothéliale, notamment au cours de
I'angiogenese. Le role exact de la N-cadhérine dans I'endothelium, surtout pendant I'angiogenése,
reste controversé. En effet, bien que la plupart des études convergent vers le réle prépondérant
de la N-cadherine dans le recrutement péricytaire, le phénotype de la souris déficiente
spécifiquement pour la N-cadhérine endothéliale reste inexpliqué. Ainsi, la localisation
différentielle des deux cadhérines pourrait &tre une signature spécifique de la cellule endothéliale,
et engendrerait des réles différents pour chacune des cadhérines. Dans un premier temps, I'étude
des modeles hétérologues ont permis de pointer du doigt le r6le dominant de la VE-cadhérine
dans l'organisation de la N-cadhérine (Jaggi et al., 2002) (Navarro et al., 1998). Ainsi la VE-
cadhérine est la molécule responsable de la localisation originale de la N-cadhérine. Au vue des
ces observations, de nombreuses questions se posent. Comment la VE-cadhérine peut ainsi
modifier la localisation de la N-cadhérine? Quel est le mécanisme qui permet la ségrégation
physique au niveau de la membrane des deux molécules d’adhérence? L’organisation des
molécules de cadhérine a la membrane permet d’établir le contact entre deux cellules et forme
ainsi la jonction adhérente. Cette étape est cruciale pour établir un lien physique entre deux
cellules. Bien que les mécanismes qui régissent cette organisation soient d’une extréme
complexité, I'association des cadhérines aux partenaires cytoplasmiques préférentiels comme les
caténines représente un phénomene fondamental pour I'export des cadhérines aux membranes, et
pour le maintien des cadhérines a la jonction. La caténine p120 semblerait étre une molécule
candidate de choix. Elle posséde en effet un role trés polyvalent dans la biogénese de la
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cadhérine classique. Elle pourrait contr6ler le trafic membranaire de la cadhérine néo-synthétisée
(Mary et al., 2002) (Chen et al., 2003), mais également jouer un rdle clé dans I'endocytose qui
pourrait alors aboutir, soit a une dégradation, soit a un recyclage protéique de la cadhérine (Davis
et al., 2003) (Peifer and Yap, 2003) (Xiao et al., 2003). De cette maniere, p120 régulerait la
localisation, et la quantité de cadhérine a la jonction.

Les radeaux sont des microdomaines connus pour organiser les molécules d’adhérences,
et notamment la N-cadhérine des cellules myoblastiques C2C12 (Causeret et al., 2005; Taulet et
al., 2009). De plus, il a été montré que ces microdomaines participent activement a la stabilité de
la cadhérine & la membrane cellulaire, au niveau de la jonction. Nous avons ainsi voulu analyser
une possible association des cadhérines jonctionelle aux radeaux lipidiques. Ainsi, en absence de
VE-cadhérine, la N-cadhérine jonctionelle pourrait-elle s'associer préférentiellement a ces
microdomaines de cholestérol connus pour stabiliser les cadhérines a la jonction? En parallele,
nous avons essayé d’étudier et de caractériser quelque particularité des cadhérines associées aux
radeaux, en particulier pour le cas de la VE-cadhérine. L’ensemble de ces résultats fait partie
intégrante de la publication soumise & Experimental Cell Research. Des résultats
complémentaires a cette publication sont ajoutés a la fin de cette partie.

2. Principaux resultats

Nous avons étudié la localisation des deux cadhérines dans des modeles cellulaires
endothéliaux in vitro, et dans un modéle d’angiogenése in vitro. Dans un premier temps, la
localisation de la N- et de la VE-cadhérine a été étudiée dans une lignée de cellules endothéliales
immortalisées issue d’embryons de souris deficients en VE-cadhérine. Cette lignée nous a été
fournie suite a une collaboration avec le laboratoire de D. Vestweber (Max Planck Institute for
Vascular Biology, Minster, Allemagne). En outre, la localisation a été analysée dans des cellules
de veines de cordons ombilicaux (HUVEC). Puis nous avons également étudié les localisations
respectives des deux cadhérines au sein d’'un modele d’angiogenése in vitro basé sur la
différenciation de cellules souches embryonnaires de souris et dans I'embryon a 9,5 jours de
développement. En paralléle, et ceci pour chacun des modeles étudiés, nous avons comparé ces
résultats aux resultats obtenus en absence de VE-cadhérine. Ainsi, de maniere générale, la
localisation de la N-cadhérine semble dépendre de la VE-cadhérine. De plus, bien que la N-
cadhérine des EB déeficients en VE-cadhérine soit jonctionelle, elle ne favorise pas la formation
de bourgeons endothéliaux. Ce résultat suggére donc que, contrairement a la VE-cadhérine, la N-
cadhérine participe difféeremment a I'angiogenéese. Une association différentielle de la N-cadhérine
jonctionelle aux caténines n’a pu étre observée. Ceci suggere que la N-cadhérine jonctionelle, ou

non, est associée de la méme maniére au cytosquelette d’actine. Néanmoins, dans I'embryon, la
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relocalisation jonctionelle de la N-cadhérine n’a pu mise en évidence. En effet, nous n’avons pas
observé de marquage N-cadhérine & ce stade de développement. Egalement, nous nous sommes
penchés sur le décryptage du mécanisme de régulation de la localisation de la N-cadhérine. Grace
a l'utilisation de VE-cadhérine mutées au niveau du domaine de liaison pour la caténine p120,
nous avons constaté que l'association a pl20 est nécessaire a I'exclusion de la jonction
endothéliale de la N-cadhérine. Dans ces microdomaines liant la VE-cadhérine, p120 semble
s'associer de préférence a la VE-cadhérine. Ce complexe constituerait ainsi une plateforme
moléculaire renforcant la stabilité de la cadhérine a la jonction. Contrairement a la VE-cadhérine,
la N-cadhérine jonctionelle ne s'associe pas aux radeaux. Dans les cellules endothéliales, ces
microdomaines semblent donc posséder des fonctions différentes dans I'organistation de
I'ensemble des molécules d’adhérence, fonction constatée dans des cellules épithéliales polarisées.

3. Article: Unraveling the distinct distributions of VE- and N-
cadherins in endothelial cells : a key role for p120-catenin.

Alice Gentil-dit-Maurin, Stella Oun, Sébastien Almagro, Stéphanie Bouillot, Ruth

Linnepe, Dietmar Vestweber, Philippe Huber, Emmanuelle Tillet
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Abstract

Endothelial cells express two different classical cadherins, vascular endothelial (VE)
cadherin and neural (N)- cadherin, having distinct functions in the vascular system. VE-cadherin
is specific to endothelial adherens junctions and is strictly necessary for vascular morphogenesis.
On the contrary, N-cadherin shows diffuse localization on the cell surface and interacts with
mural cells for vessel stabilization. In this study we sought to clarify the cellular mechanisms
leading to the distinct cellular locations and functions of the two cadherins in the endothelium.
VE-cadherin has been shown to be responsible for junctional exclusion of N-cadherin. Using
several endothelial models, we demonstrate that this property is dependent on VE-cadherin
binding to p120 catenin (p120°"). Moreover, although in the absence of VE-cadherin N-cadherin
can localize to cell contacts, angiogenesis remains impaired, demonstrating that endothelial
junction formation is not sufficient for normal vessel development. Interestingly, we show that
VE-cadherin, but not N-cadherin, is partially associated with cholesterol-enriched microdomains.
Lipid raft-associated-VE-cadherin is characterized by a very high level of p120°" association, and
this association is necessary for VE-cadherin recruitment into lipid rafts. Altogether, our results
indicate a critical role for p120°" in regulating the membrane distribution of endothelial cadherins

with functional consequences in terms of cadherin stabilization and intracellular signaling.

Key words: endothelial cells, VE-cadherin, N-cadherin, cell junctions, p120°", cholesterol rafts
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Introduction

Cadherins are homophilic cell-cell adhesion molecules essential for the organization of cells into
tissues during embryonic development. Cadherins are also involved in cell growth, migration and
differentiation. They are essential components of adherens junctions and bind to catenins, members
of the armadillo family, which are connected to the actin cytoskeleton thus forming a functional
cadherin complex. Endothelial cells express two classical cadherins, N- and VE-cadherins, playing
distinct roles in vascular development. VE-cadherin is required for vascular morphogenesis during
development as shown through the phenotype observed following targeted disruption of this gene
in mice: severe vascular defects leading to embryonic mortality at mid-gestation (Carmeliet et al.,
1999; Gory-Faure et al., 1999). The precise role of N-cadherin during vascular development is more
elusive. N-cadherin displays an unusual nonjunctional distribution in endothelium while it is
concentrated at cell-cell contact sites in most other cell types where it is expressed (Leach et al.,
1993; Navarro et al., 1998; Salomon et al., 1992). This extrajunctional localization is thought to be
involved in interaction between endothelial and mural cells (Gerhardt and Betsholtz, 2003; Tillet et
al., 2005). The mechanism underlying the junctional exclusion of N-cadherin has been previously
studied by ectopic expression in non-endothelial cell lines such as Chinese hamster ovary cells
(Navarro et al., 1998) or epithelial cells (Jaggi et al., 2002). Using these models, a critical role has
been attributed to VE-cadherin in the exclusion of N-cadherin from cell-cell contacts. However,
evidence for a similar mechanism is still lacking in more physiological conditions, either in
endothelial cells, or in vivo. Furthermore, the mechanism of exclusion remains largely unknown. We
thus decided to readdress the question of endothelial cadherin distribution using several endothelial
models in which VE-cadherin expression has been knocked-down. We show that N-cadherin can be
targeted to cell-cell contacts in endothelial cells when VE-cadherin is down-regulated, thus
demonstrating that VE-cadherin expression is directly responsible for N-cadherin exclusion in
endothelial cells. Interestingly, we show that a junctional distribution of N-cadherin is not sufficient
for optimal angiogenesis sprouting. This highlights the distinct functions of the two cadherins in the
endothelium.

Abbreviations used: p120°", p120 catenin; ES cells, embryonic stem cells; EB, embryoid body;
HUVEC, human umbilical vein endothelial cell; siRNA, small interfering RNA; dpc, days
postcoitum; LR, lipid rafts.
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Cadherin complexes are constituted of members of the catenin family, including R-catenin, a-catenin
and p120°". Several studies revealed that, by controlling the amount of cadherin available at cell
junctions for adhesion (Davis et al., 2003; Xiao et al., 2003), p120°" has a core function in regulating
cadherin-mediated adhesion. p120™ binds directly to the juxtamembrane region of cadherins and
may function as a cap, thus preventing cadherin interactions with endocytic membrane traffic
machinery (Chiasson et al., 2009; Xiao et al., 2005). In addition to cadherin endocytosis, several
studies have suggested roles for p120°" binding in cadherin trafficking and delivery to the cell
membrane (Chen et al., 2003; Delva and Kowalczyk, 2009; Liu et al., 2007). Our data support a new
function for p120°" in regulating the membrane distribution of cadherins. By using VE-cadherin
mutants lacking the ability to bind p120®", we demonstrate that p120°" binding to VE-cadherin is
responsible for N-cadherin junctional exclusion in endothelial cells.

Lateral organization of the cell surface might also control cadherin function, and increasing evidence
suggests that cholesterol-enriched micro-domains, or lipid rafts, organize cell-cell contacts by
stabilizing cadherins at the cell junction (Causeret et al., 2005; Seveau et al., 2004). In order to
investigate the membrane micro-environment of endothelial cadherins, we analyzed the subcellular
distribution of both VE- and N- cadherins in lipid fractions. We were able to demonstrate that
endothelial N-cadherin, unlike that of myoblasts, is not associated with lipid rafts. This is true even
when it is visualized at cell-cell contacts in VE-cadherin-deficient cells. On the contrary, a small
portion of VE-cadherin was associated to membrane rafts. Strikingly, a very high level of p120*" was
associated with VE-cadherin within lipid rafts, suggesting that VE-cadherin is highly stabilized in
these distinct micro-domains. Finally, we show that a VE-cadherin mutant, lacking the ability to
bind to p120°" is no more recruited into lipid rafts. Altogether, our data indicate that p120™" plays a
critical role in organizing endothelial cadherin on the cell surface. The mechanisms involved not
only exclude N-cadherin from junctional structures, but also result in targeting of VE-cadherin to

specific membrane micro-domains from where it may mediate specific intracellular signaling.
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MATERIAL AND METHODS

Antibodies
Monoclonal rat anti-mouse CD31 (Mec 13.3) was a gift from Dr A Vecchi (Vecchi et al., 1994). Rat

anti-mouse VE-cadherin, clone 32 mouse anti-N-cadherin and anti-flotillin-2 were from BD
Pharmingen (Los Angeles, CA). 3B9 mouse anti-N-cadherin from Zymed was used for N-cadherin
immunoprecipitation. Rabbit antibody against a recombinant fragment of human VE-cadherin was a
gift from D. Gulino (Grenoble, France). A rabbit antibody against a C-terminal peptide of VE-
cadherin has been generated according to Breier et al. (Breier et al., 1996). Mouse anti-R-catenin, g-
catenin and caveolin-1 antibodies were from Transduction Laboratories (Lexington, KY). Anti-
p120°" was from upstate biotechnology, Inc. (Lake Placid, NY). Myc antibody was from Santa Cruz
Biotechnology. Anti-transferrin receptor is from Abcam. The secondary antibodies coupled with
Alexa 488 were purchased from Invitrogen, and those coupled with Cyanine 3 and Cyanine 5 were
from Jackson Immunoresearch Laboratories (West Grove, Pennsylvania). Peroxidase-conjugated
antibodies were purchased from Biorad laboratories (Hercules, CA).

Cell culture
Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) were isolated according to previously described
protocols (Lampugnani et al., 1992). They were cultured in M199 supplemented with 20% fetal calf
serum (FCS), 2% LSGS (Cascade Biologics, Portland, OR) and antibiotics. Alternatively, they were
cultured in Endothelial-Basal-Medium (EBM-2, Cambrex) supplemented as recommanded by the
manufacturer.
VE-cadherin deficient endothelioma cells (VE™ cells) were derived from homozygous VE-cadherin -
”~ mouse embryos (Gory-Faure et al., 1999) after immortalization by polyoma middle T antigen as
already described (Balconi et al., 2000). They were cultured in Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM) supplemented with 10% FCS, 1% non essential aminoacids, 2 ng/mL of VEGF
(peprotech, Rocky Hill, NJ) and FGF2 (generous gift from Dr Andrew Baird, La Jolla, CA).
The isolation of mouse embryonic stem (ES) cell line CJ7 (Swiatek and Gridley, 1993) and VE-
cadherin null ES cells (Vittet et al., 1997) has been already described. ES cells were routinely
cultured on gelatin-coated tissue culture dishes in the presence of 1000 Units/ml recombinant
Leukemia inhibitory factor (LIF) (ESGRO, Chemicon, Temecula, CA) according to previously
described procedures (Feraud and Vittet, 2003). To initiate ES cell differentiation, ES cells were
seeded into a semi-solid methyl cellulose gel in the presence of angiogenic factors as described
(Feraud et al., 2001). Resulting embryoid bodies (EBs) were harvested at indicated days. To analyze
angiogenic sprouting, 11-day-old EBs were embedded into a collagen | gel supplemented with
growth factors and further cultured for 3 days (Feraud et al., 2001; Feraud et al., 2003). The
sprouting EBs were then processed for immunofluorescence.
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Plasmid constructs and cell transfection

Murine VE-cadherin cDNA (coding aminoacid (aa) 1-783) has been inserted into the pcDNA3.1
hygro mammalian expression vector (Invitrogen). Two mutant forms were designed as follows: (1)
A truncated mutant (VE-cad-DR-cat) lacking aa 701-783, which correspond to R-catenin binding
region and (2) a chimeric cadherin mutant (N-cadEC-VE-cadIC), comprising the N-cadherin
extracellular domain (aa 1-714) fused to the transmembrane and intracellular part of VE-cadherin
(aa 593-783). Myc epitope has been added by PCR at the C-terminal end of all molecules to facilitate
recombinant protein detection. Human VE-cadherin was cloned into pcDNA3.1 in fusion with the
fluorescent protein DsRed dimer in C-terminus to generate pcDNA3.1-DsRed construct. Site-
directed mutagenesis was carried out using site-directed mutagenesis Stratagene kit to introduce a
triple alanine substitution on aminoacids E**2-D®* (hVE-cadherin Dp120-DsRed). Alternatively, the
same constructs (human VE-cadh and hVE-cad Dp120 were further subcloned into pcDNA3.1
myc-his in order to remove the DsRed tail of the fusion protein. All constructs have been verified
by sequencing (Genome Express, Grenoble, France).

Mouse VE” cells were transfected by Effectene (Qiagen) and CHO cells using Exgen 500
(Euromedex) according to the manufacturer protocol.

RNA interference

For RNA interference of VE-cadherin expression, the following siRNAs from Dharmacon were
used : 5-GGAACCAGAUGCACAUUGA-3" and 5-UGACGUGGAUUACGACUUC-3" as an
equimolar mixture of both. For negative control, an sSiRNA was used that does not target any known
mammalian gene (5-UAGCGACUAAACACAUCAA-3"). HUVECs were transfected with 1.6 pg
siRNA using nucleofection (Amaxa Biosystems) according to manufacturer’s instructions. Cells were
used 24 to 48 h after transfection.

Immunofluorescence staining
Collagen gels containing EBs were processed for immunofluorescence according to previously

described procedures (Tillet et al., 2005). Cells in culture were fixed with 3% paraformaldehyde for
10 min, permeabilized by 0.2% triton X-100 for 5 min, and stained using standard procedure with
appropriate primary and secondary antibodies. Alternatively, cells were incubated in 1% triton X-100
in 10 mM PIPES, pH 6.8, 50 mM NaCl, 3 mM MgCI2, 300 mM sucrose or 5 min at 4°C, prior to
fixation in 3% paraformaldehyde (in PBS), and then stained for N- or VE-cadherin. To visualize
cellular ganglioside GM1, 2 ng/ml of biotinylated cholera toxin B subunit (CTX-B, Sigma-Aldrich)
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was incubated on cells for 20 min at 4°C. CTX-B was revealed using FITC-conjugated streptavidin
(Molecular Probes). Stained cells were observed with a Zeiss epifluorescence microscope (Axioplan).

Isolation of DRM fractions

The well-characterized procedure for caveolae and raft membrane isolation based on their resistance
to triton X-100 solubilization and flotation on sucrose gradient was used.

Three confluent 10-cm dishes of endothelial cells (HUVECs or mouse VE " cells) were washed in
PBS with Ca2+, Mg2+ and lyzed in 1.5 ml ice-cooled buffer containing 50 mM Hepes pH 7.4, 150
mM NaCl, 5 mM EGTA, 1% triton X-100 and a protease inhibitor cocktail (Roche) on ice for one
hour. After a brief centrifugation at 2500 g for 10 min, lysates were adjusted to 40% sucrose, placed
on the top of a 5-30% sucrose gradient and centrifuged at 4°C for 17 h at 40,000 rpm. Twelve 1-ml
fractions were collected from the top and analyzed by immunoblotting or subjected to

immunoprecipitation.

Western blotting

EBs were collected and lyzed according to previously described procedures (Tillet et al., 2005).
Protein concentration of the lysates was determined with a Micro-BCA kit (Pierce, Rockford, IL)
using BSA as standard. Protein extracts were then separated by SDS-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (PAGE), transferred onto Hybond ECL membrane (Amersham Biosciences, Saclay,
France) and revealed with the appropriate antibody using standard procedures. Band intensities were
quantified using image J software.

Immunoprecipitation

Cells were lysed by a 30 min incubation on ice in lysis buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.4 containing 1
mM EDTA pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% triton X-100, 0.5 % Nonidet P-40, and a protease inhibitor
cocktail (Roche). 400 pg of cell lysates were preadsorbed with 50 pl of protein G-Sepharose
(Amersham) for 1 hour at 4°C and then incubated overnight at 4°C with anti-VE- or N-cadherin
antibodies. 40 ul of protein G-sepharose was then added and incubated for 1 h at 4°C. Beads were
washed three times with lysis buffer and immunoprecipitated proteins were dissociated by addition
of Laemmli buffer containing 20% of p-mercaptoethanol, prior to analysis by western blotting with
the appropriate antibody.
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RESULTS
VE-cadherin excludes N-cadherin from cell junctions in endothelial cells

Although expression levels for N- and VE-cadherin are similar, N-cadherin is poorly clustered at
intercellular junctions and mostly displays diffuse patterning on the endothelial cell surface. Previous
work has shown that VE-cadherin can cause N-cadherin to be excluded from junctional sites in
transfected non-endothelial cell lines (Navarro et al., 1998). However, Luo et al. (Luo and Radice,
2005) suggested a more significant function for N-cadherin on endothelial cells. These authors also
demonstrated a role for N-cadherin in cell-cell contacts, to some extent. Therefore, we attempted to
clarify the localization of N-cadherin in endothelial cells and to identify the role played by VE-
cadherin in excluding N-cadherin from cell-cell junctions in several endothelial models. As expected,
we observed a mainly diffuse staining pattern for N-cadherin on the cell surface of HUVECs
(figurelA, upper panel) and only rarely detected it at cell-cell contacts (see x-z or y-z sections in
fig.1A). In order to identify the contribution of VE-cadherin to N-cadherin junctional exclusion we
knocked-down VE-cadherin expression by siRNA and compared N-cadherin subcellular localization
in cells transfected by control (figure 1A, center panel) or VE-cadherin (figure 1A, lower panel)
siRNAs. Down regulation of VE-cadherin expression by si-RNA greatly enhanced N-cadherin
location at cell contacts (as shown by the white arrow) compared to control siRNA counterpart.
Similar observations could be made on polyoma middle T-immortalized endothelioma cells
established from VE-cadherin-deficient embryos (VE™ cells). Although these cells did not form a
homogeneous cell layer like HUVECs, N-cadherin was clearly observed at cell contacts (figure 1B,
lower panel, arrow). However, when VE-cadherin expression was restored in these cells, N-cadherin
mostly disappeared from cell contacts (figure 1B, upper panel, arrowheads). Taken together, these
observations seem to indicate that both cadherins cannot be concomitantly expressed at endothelial
cell junctions.

Junctional N-cadherin cannot promote angiogenesis

We next investigated whether the absence of VE-cadherin could influence N-cadherin location in
sprouting angiogenesis. For this purpose, we used an in vitro model based on differentiation of ES
cells. ES-derived embryoid bodies (EBs), when placed in a collagen matrix, develop a network of
branching endothelial outgrowths, thus constituting a valuable model to study angiogenesis (Feraud
et al., 2001; Feraud et al., 2003; Feraud and Vittet, 2003). Endothelial sprouts can be visualized by
CD31 staining. VE-cadherin-deficient ES cells produced very few angiogenic outgrowths (figure 2A,
left) where CD31-positive cells mostly form disorganized cell clusters. This is in contrast to the long

-88 -



outgrowths developed from wild-type EBs (figure 2A, right). N-cadherin labeling showed that
angiogenic outgrowths expanding from wild-type embryoid bodies were devoid of junctional N-
cadherin staining whereas CD31 and VE-cadherin antibodies clearly decorated the cell periphery
(figure 2B, upper panel). On the contrary, in VE-cadherin-deficient EBs, strong N-cadherin staining
was observed at cell-cell contacts, displaying a similar pattern to CD31 staining (figure 2B, lower
panel, arrowhead). Thus, as for endothelial cells in culture, in EBs the absence of VE-cadherin
results in N-cadherin targeting to cell-cell junctions. Despite this localization, angiogenic sprouting
did not develop normally in the VE-cadherin negative EBs, indicating that N-cadherin cannot
replace VE-cadherin in its angiogenic functions.

VE-cadherin interaction with p120™ is required for N-cadherin exclusion from cell-cell junctions

In order to identify which molecular domains of VE-cadherin are responsible for N-cadherin
exclusion from cell-cell junctions we generated different VE-cadherin mutants and transfected them
into VE" cells. The mutants generated (figure 3A) included a truncated VE-cadherin, encoding a
protein lacking the R-catenin binding domain (VE-cad DRcat) and a chimeric protein composed of
the extracellular (EC) domain of N-cadherin fused to the transmembrane and intracellular tail of
VE-cadherin (Ncad EC/VE-cad IC). Transfection of these constructs into CHO cells lead to
correct protein expression with the expected junctional location (data not shown). Moreover, as
expected, co-immunoprecipitation experiments indicated that Ncad EC/VE-IC chimeric protein
interacted with R-catenin and p120™" in a similar manner to the wild-type VE-cadherin; the mutant
VE-cadDR-cat lacked the ability to bind R-catenin (figure 3B). As mentioned previously, when VE-
cadherin was transfected into VE” cells, N-cadherin was excluded from cell contacts (figure 3C,
panel a). Similar effects were observed with the two VE-cadherin mutants: N-cadherin was mostly
absent from cell junctions in cells expressing VE-cadherinD-3-cat or N-cad EC/VE-cad IC (figure
3C, panels b and c). These results indicate that the dominant activity of VE-cadherin is located
neither in its EC domain nor in its B-catenin binding region. This suggests that N-cadherin exclusion
by VE-cadherin is governed by the latter's proximal cytoplasmic tail. This domain contains the VE-
cadherin p120°" binding site. This binding site has previously been mapped to the highly conserved
sequence Y**°-D®* (Ferber et al., 2002; Thoreson et al., 2000). We therefore generated a mutant in
which three amino acids E**M®°D®* within this motif were replaced by alanines (Dp120 mutant)
(figure 3A). These three amino acids have previously been shown to be critical for p120°" binding
(Calkins et al., 2003; Xiao et al., 2003). Fusions of this mutant and wild-type VE cadherin with the
fluorophore DsRed facilitated detection of transfected cells using fluorescence microscopy. Figure
3B shows that both DsRed fusion proteins can bind B-catenin, however, p120™", as expected, failed
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to co-immunoprecipitate with the Dp120-DsR mutant. Upon transfection into VE-/- cells, VE-cad-
DsR, similarly to murine VE-cadherin, resulted in the exclusion of N-cadherin from cell-cell
contacts. In striking contrast, the Dp120-DsR mutant, although exported to cell contacts, did not
replace N-cadherin at junction sites, as shown by a high level of colocalization appearing as yellow
on the merge image (figure 3C, panel e). Dp120-DsR is thus the only VE-cadherin mutant able to
colocalize with junctional N-cadherin in VE” cells. These results demonstrate that the VE-cadherin-
mediated exclusion of N-cadherin from cell-cell junctions is dependent on the former's binding to
p120°".

Catenin association with endothelial cadherins

Following these observations, we examined whether the localization of cadherins at the cell surface
was correlated with differential catenin binding. For this, we immunoprecipitated VE- and N-
cadherins from HUVECs transfected with control or VE-cadherin siRNAs. Western blotting was
used to analyze the presence of catenins in the cadherin complex. The efficiency of VE-cadherin
knock-down was approximately 80-90%, as shown in figure 4A, and VE-cadherin extinction had no
effect on cellular N-cadherin expression levels. We show that N-cadherin and VE-cadherin
associated with B-catenin, a catenin and g-catenin to similar extents, despite their differing
subcellular localizations (figure 4B —C). However, a much higher level of p120°" was associated with
VE-cadherin compared to N-cadherin. Moreover, the knock-down of VE-cadherin, inducing the
translocation of N-cadherin to cell junctions, did not increase the level of p120°" association with
N-cadherin (figure 4C). We then examined the total amount of p120°" available after VE-cadherin
knock-down (fig. 4A). No decrease in p120™" content was observed after VE-cadherin down-
regulation, that could explain the lack of p120 association to N-cadherin in VE-cadherin knocked
down cells. Hence, endothelial cadherins can be distinguished through their p120™" binding capacity.

Cadherin association with lipid rafts in endothelial cells

In myoblasts the N-cadherin—catenin complex has been found to localize to lipid raft
microdomains. This association was required for the establishment of a functional cadherin adhesive
complex. We therefore analyzed the rate of participation of both endothelial cadherins in this type
of structure, that might be correlated with junction formation. A first approach was to analyze the
colocalization of known raft markers with endothelial cadherins. To visualize lipid rafts on our cells
we used cholera-toxin B (CTX-B). CTX-B binds to ganglioside GM1, a membrane-component of
lipid rafts. As shown in figure 5A, CTX-B labeling was diffuse and appeared as a punctuate staining
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not associated with cell contacts in endothelial cells. Lipid rafts are characterized by their resistance
to detergent solubilization. By stripping the cells with cold 1% triton X-100 before fixation and
labeling (pre-perm), we were able to detect faint CTX-B labeling at cell contacts (figure 5B, arrow).
This staining partially colocalized with VE-cadherin (figure 5B, merge in white). It is worth noting
that following triton extraction, VE-cadherin remains at cell-cell contacts as a sharp staining, while
N-cadherin was almost completely extracted (data not shown). These observations indicate that
some lipid rafts are localized at the sites of endothelial junctions and may contain cadherins.

To analyze endothelial cadherin contribution to lipid rafts more quantitatively, we submitted triton
X-100 HUVEC lysates to separation on sucrose density gradients. Detergent resistant membranes
(DRMs) can be isolated by flotation on such gradients (Iwabuchi et al., 1998) and the protein profile
associated with these DRMs can then be analyzed by western blotting with appropriate antibodies.
HUVEC protein extracts were analyzed following gradient fractionation. Transferrin receptor, a
protein commonly used as a non-lipid raft marker (Harder et al., 1998), was found in fractions 10-
12. Conversely, fractions 3-5 contained 2 markers of lipid rafts, flotillin and caveolin-1 (figure 6A).
Protein content analysis of all gradient fractions indicated that most of the proteins were in fractions
10-12, whereas fewer proteins were recovered in fractions 3-5 (data not shown). Analysis of
cadherin distribution showed that VE-cadherin was mainly found in the non-lipid raft fractions.
However, a minor proportion of the protein was located in the upper fractions, thus associated with
lipids. This lipid raft-associated amount was estimated to be 3% of total VE-cadherin. On the other
hand, N-cadherin was totally recovered in the detergent-soluble fractions and no signal could be
detected in lipid raft fractions (figure 6A). Thus, in endothelial cells, while a small proportion of VE-
cadherin is found associated with lipid rafts, N-cadherin is completely excluded from these
membrane micro-domains.

We then analyzed if N-cadherin translocation to cell junctions could be correlated with an
association with lipid rafts. Lysates from cells transfected with control siRNA or VE-cadherin
siRNA were fractionated on sucrose gradients. Fractions 3-5 and fractions 10-12 were pooled and
called, respectively, lipid rafts (LR) and non-lipid rafts (NLR) fractions. The presence of cadherins
was analyzed in these fractions (figure 6B). N-cadherin could not be detected in LR fractions in
either condition. This is in contrast to VE-cadherin, which was present in both LR and NLR
fractions. This result indicates that, in the absence of VE-cadherin, while N-cadherin is translocated
to cell junctions this does not result in or from an association with lipid rafts.
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Lipid raft-associated \/ E-cadherin preferentially binds to p120 catenin compared to detergent-soluble \ E-cadherin

We next wished to investigate whether the two different pools of VE-cadherin, LR- vs. NLR-
associated, showed different binding capacities for known intracellular partners. For this, VE-
cadherin was immunoprecipitated from LR and NLR fractions and its association with catenin was
analyzed by western blotting. VE-cadherin from LR or NLR pools similarly bound to a-catenin and
R-catenin (figure 7A). g catenin was also examined, because it had been shown that this catenin is
critical for endothelial barrier maintenance, in association with VE-cadherin and the vascular
endothelial protein tyrosine phosphatase VE-PTP(Nottebaum et al., 2008). However, similarly to a
and B-catenin, no increase in VE-cadherin-g catenin association was observed in lipid rafts (figure
7A). On the contrary, we show that VE-cadherin from LR exhibited a much higher rate of
association with p120°" than NLR-associated VE-cadherin (figure 7B). The ratio of p120™
associated with raft-VE-cadherin was estimated to be 30 times that of the NLR pool as shown by
densitometric measurement of western blot band intensities. Thus, raft-associated VE-cadherin is
linked to p120°" in significantly greater amounts than its non-raft counterpart.

p120 catenin interaction is necessary for \/E-cadherin association with lipid rafts

In order to analyze whether VE-cadherin binding to p120™ is required for lipid rafts association of
VE-cadherin, we transfected mouse VE" cells with a human VE-cadherin mutant lacking the ability
to bind p120™ (hVE-cadDp120). For this purpose, we generated a construct missing the large
DsRed tail from the previously used fusion protein (figure 4) because we realized that this large tag
interfered with a correct total export to cell membrane. After transfection with wild-type or Dp120-
VE-cadherin, cells were lyzed and fractionated on sucrose gradient as described for HUVECSs. Rafts
or soluble proteins were analyed by western blotting (figure 8A). Our results indicate that only wild
type VE-cadherin is detected in substantial amounts in the LR fraction. As control, flottilin was
identically revealed in rafts extracted from WT VE-cadherin or Dp120-VE-cadherin transfected
cells. In addition, figure 8B confirms that both VE-cadherin molecules are targeted to cell contacts,
but only wild-type VE-cadherin recruits p120™" at cell contacts. Thus, only in this latter case, VE-
cadherin is indeed enriched in lipid rafts fractions.

Discussion

Other reports have pointed out the unusual distribution of N-cadherin in the endothelium,
compared to other tissues (Navarro et al., 1998; Salomon et al., 1992). N-cadherin is able to
participate to junctional structures, in several cell types, including cardiac myocytes, but in
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endothelial cells, it remains diffusely distributed at the cell surface. N-cadherin junctional exclusion
has been studied in non-endothelial cell models. Navarro et al. (Navarro et al., 1998) showed that
VE-cadherin was able to displace N-cadherin from adherens junctions in CHO cells. In contrast,
other authors showed that VE-cadherin expression did not affect the localization of other classical
cadherins, such as E-cadherin, in epithelial cells (Jaggi et al., 2002). In this study, we are the first to
characterize the subcellular distribution of N-cadherin in VE-cadherin-deficient endothelial cells
using three different models. VE-cadherin knock-down induced a translocation of N-cadherin to
defined cell-cell contacts, suggesting N-cadherin engagement into junctional structures. Thus, VE-
cadherin is required to keep N-cadherin out of cell-cell contact regions in cultured endothelial cells.
In addition, our data provide the first indications for the molecular requirements allowing VE-
cadherin to exclude N-cadherin from junctional sites. Strikingly, we were able to demonstrate that
association of VE-cadherin with p120°" was necessary for N-cadherin replacement at junctions. This
observation was reinforced by the use of two other VE-cadherin mutants, either expressing an N-
cadherin extracellular region, or lacking the previously characterized B-catenin-binding domain
(Navarro et al., 1995). These were both able to displace N-cadherin from cell-cell contacts. From
this we conclude that neither the extracellular domain of VE-cadherin, nor its C-terminal catenin-
binding region, are required for this activity. This confirms previous work showing that association
with catenin and through this, the cytoskeleton, does not play a major role in the competition
between VE- and N- cadherins for junctional localization in CHO cells (Navarro et al., 1998). With
this study we extended this observation to endothelial cells, and were also able to show that three
amino acids (E*2-D*) from the juxtamembrane domain of VE-cadherin are critical for N-cadherin
junction exclusion. These amino acids belong to a highly conserved sequence (Y**-D®*) containing
the p120°" binding site (Ferber et al., 2002; Thoreson et al., 2000) and are required for efficient
p120°" interaction with VVE-cadherin (Calkins et al., 2003). Thus, p120°"-associated VE-cadherin can
displace N-cadherin from junctional sites.

An in vitro angiogenesis model based on ES cell differentiation, which has previously proven
its worth for studying genes involved in angiogenesis (Feraud et al., 2001; Feraud and Vittet, 2003;
Tillet et al., 2005), allowed us to confirm that N-cadherin is also translocated to junctional sites in
VE-cadherin-deficient angiogenic outgrowths. N-cadherin expression was found to be unable to
replace VE-cadherin in the development of endothelial outgrowths, as indicated by an absence of
rescue of vascular defects in VE-cadherin”” EBs. We thus conclude that the presence of endothelial
junctional structures is not sufficient to support endothelial outgrowths. This observation
strengthens the concept that each cadherin can trigger specific signaling, probably through
interaction with different regulatory proteins that lead to specific cellular responses (Lampugnani
and Dejana, 2007; Vestweber, 2008; Wallez and Huber, 2008).
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Cadherins participate in adherens junctions, a highly specialized cell membrane structure that
links the cell membrane to the actin cytoskeleton through cytoplasmic partners including catenins,
although the mechanisms of actin-catenin-cadherin interaction are at present being thoroughly
revisited (Drees et al., 2005; Gates and Peifer, 2005; Yamada et al., 2005). Cadherin complexes form
a belt at cell edges that participates in mechanical resistance to distortive forces, and allows epithelial
integrity to be maintained. In endothelial cells, N- and VE-cadherins bind equally to B- g and a-
catenins. On the contrary, we have demonstrated a strong difference in p120°" binding between
VE- and N-cadherins. It has been reported that p120™" regulates cadherin-mediated adhesion
through its contribution to cadherin clustering, which strengthens cell-cell adhesion (Thoreson et al.,
2000; Yap et al., 1998). Therefore, the weak p120°"-N-cadherin association may not be sufficient to
trigger strong adhesion in the absence of VE-cadherin. Furthermore, it has been shown that p120™
is required for the maintenance of VE-cadherin expression levels (lyer et al., 2004) by modulating
cadherin delivery to degradative endocytic compartments (Xiao et al., 2003; Xiao et al., 2005).
Therefore, weak p120™" binding to N-cadherin could also trigger a higher recycling turn-over.
However, the level of p120°" associated with N-cadherin may depend on endothelial cell types since
Ferreri et al. (Ferreri et al., 2008) showed that both N- and VE-cadherin bound p120°" at similar
levels in bovine pulmonary artery cells (BPAECs). Moreover, in these cells, p120°" expression was
necessary to maintain N-cadherin levels. This discrepancy with our results could be related to a
much higher ratio of N-cadherin/VE-cadherin in BPAECs than in HUVECs, and a participation of
N-cadherin in junction formation in BPAECs cannot be excluded.

Once delivered to the cell membrane, cadherins diffuse freely at the cell surface before
engagement into contacts. Once committed to adhesive bonds with neighbouring cells, cadherins
cluster and their movement becomes limited (Lambert et al., 2002; Mege et al., 2006; Thoumine et
al., 2006). We thus hypothesized that, in the cell membrane, N- and VE-cadherins may have distinct
mobility properties. Plasma membrane contains cholesterol/sphingolipid-enriched micro-domains
that dynamically organize specific membrane proteins (Jacobson et al., 1995). These lipid rafts
prevent lateral diffusion and concentrate molecules in a microenvironment of the membrane to
facilitate signal transduction (Simons and Toomre, 2000). N-cadherin has been found associated
with lipid rafts in myoblasts, thereby allowing its stabilization and enabling the formation of a
functional adhesive complex (Causeret et al., 2005). We hence analyzed the presence of endothelial
N- and VE-cadherins in lipid rafts, to examine a potential correlation between lipid raft association
and junction organization. Our data showed that, although VE-cadherin appeared mostly at cell
contacts, it is only weakly associated to lipid rafts (3% of total VE-cadherin). A previous study
showed that annexin 2, an actin binding protein, could anchor VE-cadherin to cholesterol rafts,
thereby preventing its lateral diffusion (Heyraud et al., 2008). It is worth noting that N-cadherin
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could not be detected in the raft fractions, thus reinforcing the differences between endothelial cells
and myoblasts for N-cadherin membrane organization.

Interestingly, we show that lipid raft-associated VE-cadherin is bound to significant amounts of
p120°" (30 times greater than VE-cadherin that is not associated to LR). Moreover, using a VE-
cadherin lacking the ability to bind p120°", we show that this interaction is necessary to target VE-
cadherin to lipid rafts, thus showing that p120™" association is required either to drive VE-cadherin
to rafts, or to maintain the cadherin into lipid rafts.

These findings might have important functional consequences in terms of cadherin stabilization
and junction formation. Indeed, since p120°" is considered to stabilize cadherins at cell junctions
(Chiasson et al., 2009; Davis et al., 2003; Xiao et al., 2005), we suggest that a small part of the
membrane VE-cadherin, associated with cholesterol-enriched domain and strongly bound to p120™",
has a low turn-over rate and contributes to the formation of stable mature junctions. Very recently,
Taulet et al. (Taulet et al., 2009) showed a similar p120 association with N-cadherin from lipid rafts
in myoblasts, suggesting that the concentration of p120/cadherin complex in cholesterol rafts could
be a more general mechanism of cadherin stabilization for junction maintenance. Moreover, these
micro-domains could offer a highly specialized signaling platform. As p120°"-association has been
shown to correlate with the phosphorylation state of VE-cadherin (Lampugnani et al., 1997), we
suggest that lipid raft-associated VE-cadherin, although it represents a minor proportion of total
membrane VE-cadherin, might play a critical role in organizing signal transduction pathways in this
specific area of the plasma membrane. Further studies are necessary to analyze the functional role of
lipid-raft-VE-cadherin in cell signaling.
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Figure 1

VE-cadherin excludes N-cadherin from endothelial cell junctions.

siRNA knock down of VE-cadherin expression in HUVECSs (A) or transient transfection of mouse
VE-cadherin” (VE”") endothelioma cells (B) followed by immunofluorescence analysis of cadherin
localization in transfected cells.

HUVECs were transfected with control siRNA or with siRNA directed against VE-cadherin as
indicated on the left. VE-cadherin (in red) and N-cadherin (in green) were stained 24 h after
transfection using specific antibodies and observed on a confocal microscope. Z stacks are
representated around the merge images (A). VE”" cells were labeled either untransfected (VE-/-) or
transiently transfected (VE+) with full length murine VE-cadherin (B). Overlay of the two images is
shown (merge), with colocalization appearing as yellow. The white arrows show junctional N-
cadherin, whereas arrowheads point to VE-cadherin-positive junctions devoid of N-cadherin
staining. Bar : 20 um.
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N-cadherin translocation to endothelial cell junctions lacking VE-cadherin is not sufficient for

Figure 2

optimal angiogenesis sprouting.

Endothelial sprouts derived from 11-day-old embryoid bodies of wild type (+/+) or VE-cadherin
deficient (-/-) genotypes were obtained after a 3 days-subculture in collagen | gel. CD31 was labeled
with a Cy-3 conjugate (in red), N-cadherin with alexa-488 (in green) and VE-cadherin with Cy-5 (in
purple). Observations were made with a confocal microscope under low (panel A) or high (panel B)
magnification. Arrowhead points to junctional N-cadherin observed in VE-cadherin deficient

endothelial sprouts.
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Figure 3

N-cadherin exclusion from junctions is dependent on VE-cadherin-p120 catenin interaction.

(A) Schematic representation of the different cadherin constructs used for transfection. The VE-
cadherin cDNA contains the full-length wild-type murine VE-cadherin sequence. The VE-cad-
DRcat construct lacks the last 83 aminoacids of the COOH terminal end. N-cad EC/VE-cad IC is a
chimeric murine cDNA formed by the extracellular part of N-cadherin linked to the transmembrane
and cytoplasmic tail of VE-cadherin. All three coding sequences were fused at the C-terminus to an
additional sequence coding the myc epitope for protein detection. Two other constructs consist of
human (h) VE-cadherin cDNA fused to Ds-red for fluorescence detection. hVE-cad-DsR encodes
the wild-type human VE-cadherin while the Dp120 mutant have three aminoacids E**MD®**

substituted to 3 alanines.
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(B) Immunoprecipitation of recombinant VE-cadherin and analysis of the co-immunoprecipitated
catenin by western blotting. Transiently transfected CHO cells were lyzed and murine or human
VE-cadherin was immunoprecipitated with the appropriate antibody (respectively anti-myc antibody
or rabbit anti-human VE-cadherin). R-catenin and p120°" were further revealed from the same
immunoprecipitates. As expected, VE-cad DRB-cat lacks the ability to bind B-catenin while the
Dp120 mutant failed to coimmunoprecipitate with p120°". Migration of the molecular mass markers
is indicated on the left (in kDa).

(C) Immunofluorescence analysis of transiently transfected VE” endothelioma cells. Cells were
double stained with antibodies against N-cadherin (left panels) and an antibody recognizing the
transfected cadherin molecules (anti-VE-cadherin or anti-myc antibody; central panels). Overlays are
shown (merge on the right), with colocalization appearing as yellow. Arrows point to the
disappearance of N-cadherin associated with the expression of the transfected cadherin constructs.
Only the hVE-cad-Dp120 mutant is able to colocalize with endogenous N-cadherin (arrowhead).
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Figure 4

Catenin association to endothelial cadherins : p120 catenin poorly associates to N-cadherin
compared to VE-cadherin.

VE-cadherin expression was knocked down by siRNA in HUVECs and the catenins association to
junctional or non-junctional cadherin was analyzed by co-immunoprecipitation followed by western
blotting. Panel A shows the efficiency of VE-cadherin extinction in total HUVEC lysates 24 h after
siRNA transfection and indicates that VE-cadherin knock-down does not modify the total content
of N-cadherin or p120°" proteins. Actin is revealed as loading control. Lysates were
immunoprecipitated (IP) with normal 1gG, rabbit VE-cadherin antibody (B) or goat N-cadherin
antibody (C).

Co-immunoprecipitated proteins were detected by western blotting with specific antibodies as
indicated on the right. Migration of the molecular mass markers is indicated on the left (in kDa).
R-catenin, a-catenin and g-catenin were both coimmunoprecipitated with either anti-cadherin

antibodies, but p120°" catenin was only slightly detected in N-cadherin immunoprecipitates.
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Figure 5

Partial localization of cholesterol-enriched lipid rafts at cell junctions.

Ganglioside GML1 distribution was analyzed by treatment with biotinylated cholera toxin-B (CTX-B)
detected with streptavidin-FITC, and colocalization with cadherins was visualized by
immunofluorescence. Cells were fixed either before (fixed/perm, A) or after (pre-perm, B)
extraction with cold 1% triton-X100 and stained with antibodies to cadherins. VE-cadherin was
labeled with a cyanine-5 conjugated antibody (purple) and N-cadherin is in red. CTX-B exhibited a
diffuse localization and was not concentrated to cell-cell contacts (fixed/perm, A). A small
proportion of CTX-B could be observed at the cell junctions and only when cells were first
extracted with cold triton (B, see arrow). Bar : 20 um
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Figure 6

VE-cadherin, but not N-cadherin, partially associates with lipid rafts.

(A) Confluent HUVECs were lysed in 1% triton X-100 and separated on sucrose gradients.
Fractions from 3 to 12 were analyzed for VE-cadherin and N-cadherin distribution by
immunoblotting. Caveolin and flotillin were used as markers of lipid rafts (fractions 3 to 5), while
transferrin receptor, known to be exclusively located ouside of lipid rafts, was located in fractions 10
to 12.

(B) HUVECs were transfected with control siRNA or VE-cadherin siRNA and membranes were
fractionated as described in (A). Pooled lipid rafts (LR, fractions 3-5) or non lipid rafts (NLR,
fraction 10-12) were analyzed for the presence of VE- or N-cadherin by immunoblotting. Caveolin

was revealed as a control of LR fractionation.
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o

VE-cadherin from lipid raft associates preferentially to p120 catenin.

VE-cadherin was immunoprecipitated from isolated DRMs (fractions 3-5, LR) and from triton X-
100 soluble fractions (fraction 10-12, NLR). Immunoprecipitated proteins were separated by SDS-
PAGE and revealed by western-blotting with a-catenin and [3-catenin or g catenin antibodies (A),
and p120”" antibody (B). Histogram shows the ratio of p120“"/VE-cadherin (B) based on the
densitometric analysis of band intensities in LR and NLR fractions.

Equal amounts of a and 3 and g catenins were associated with VE-cadherin from lipid raft (LR) or
non lipid raft (NLR) but p120™" preferentially associated to LR VE-cadherin.
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Figure 8

P120°" association is required for VE-cadherin recruitment into lipid rafts.

VE” endothelioma cells were transfected with wild type human VE-cadherin (WT) or with a VE-
cadherin mutant lacking the ability to bind p120™" (h VE-cad-Dp120).

24h after transfection, cells were lyzed in 1% triton X-100 and separated on sucrose gradients (A).
Pooled lipid rafts (LR, fractions 3-5) or non lipid rafts (NLR, fraction 10-12) were analyzed for the
presence of VE- cadherin. Flottilin was revealed as a control of LR fractionation.

B panel shows immunofluorescence images of transfected cells labeled with VE-cadherin antibodies
(in red) or p120°" antibodies (in green). White arrows point to cell contacts where wild type VE-
cadherin recruits p120°" (a, b). The Dp120 mutant p120°" (c,d) fails to concentrate at cell contacts
(d).
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4. Résultats complémentaires de I'article

a. Analyse de la N-cadhérine des cellules endothéliales.

® Partenaires associés

La VE-cadhérine et la N-cadhérine peuvent interagir avec des partenaires cytoplasmiques.
Ces deux molécules ont des partenaires communs comme l'o- et la B-caténine. En effet, ces
molécules se lient de maniére équivalente aux deux cadhérines. Une association différentielle
pour un partenaire particulier pourrait constituer une piste de recherche permettant de
comprendre les fonctions spécifiques et les différences de la N- et de la VE-cadhérine dans
I'endothelium. Ainsi des immunoprécipitats de la N- et de la VE-cadhérine ont été réalisés. La B-
caténine, p120 et SHP-2 ont été ensuite détectées au sein des immunoprécipitats (Cf. Figure 29
A et B). SHP-2 a été ainsi analysée puisque cette phosphatase joue un rdle stabilisateur des
cadhérines a la jonction (Leonard et al., 2008). Comme attendus, les résultats montrent une
association équivalente de la N- et de la VE-cadhérine a la B-caténine. En effet, I'intensité des
bandes correspondant a la B-caténine est de méme intensité au sein des deux immunoprécipitats
(Cf. Figure 29 B). SHP-2 semble suivre la méme voie que p120 puisqu’elle n’est pas détectée
dans 'immunoprécipitat de la N-cadhérine (Cf. Figure 29). Des études ultérieures ont montré
que l'association accrue de SHP-2 a la N-cadhérine régulait et stabilisait la N-cadhérine aux
jonctions adhérentes pendant la différenciation des cellules de rétines (Leonard et al., 2008). En
tenant compte de ces résultats, et des résultats obtenus dans la Figure 31, la localisation diffuse de
la N-cadhérine des cellules endothéliales pourrait étre également due a I'absence d’association
entre la N-cadhérine et SHP-2. Si SHP-2 régule effectivement la localisation jonctionelle de la
cadhérine endothéliale, la localisation jonctionelle de la N-cadhérine suite a une régulation
négative de I'expression de la VE-cadhérine par technique siRNA, pourrait étre attribuée a une
association plus importante avec SHP-2. Ainsi, des immunoprécipitations de la N-cadhérine dans
des cellules déficientes en VE-cadhérine ont été réalisées. Malheureusement, en raison de
problémes techniques, aucun résultat interprétable n’a pu étre observé.
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Figure 29 : P120 et SHP-2 s’associent préférentiellement avec la VE-cadhérine.

Les cellules HUVECs ont été lysées puis les protéines ont été dosées. 300 ug de protéines ont été immunoprécipitées
(IP) par un anticorps anti-VE-cadhérine (A), ou par un anticorps anti-N-cadhérine (B). L'immunoprécipitation par
des immunoglobulines non spéficiques (IP IgG) constitue le témoin négatif (C). Les protéines des
immunoprécipitats ont été par la suite séparées sur gel et analysées en western blot (WB). L'association de la VE-
cadhérine ou de la N-cadhérine avec la R-caténine, p120 et SHP-2 a été détéctée gréace a des anticorps spécifiquement
dirigés contre ces protéines.

® Conséquence de I'extinction de la N-cadhérine

Suite & la mise en évidence du réle clé de la VE-cadhérine dans I'exclusion jonctionelle de
la N-cadhérine, nous nous sommes intéressés a la réciproque, c’est-a-dire a savoir si la N-
cadhérine était aussi capable de contréler I'organisation de la VE-cadhérine. Nous avons ainsi
analysé les conséquences de I'extinction de la N-cadhérine par stratégie SIRNA dans des cellules
HUVECs. Tout d’'abord, le taux de protéine correspondant a la N- et de la VE-cadhérine suite au
traitement au SiRNA a été étudié en western-blot (Cf. Figure 30 B). Contrairement au
traitement au sSiRNA contrdle, le siRNA dirigé contre la N-cadhérine inhibe I'expression de la N-
cadhérine dans sa quasi-totalité. De plus, I'intensité de la bande correspondant a la VE-cadhérine
est la méme dans les deux conditions. Ceci montre que suite a la diminution de la quantité de N-
cadhérine, I'expression de la VE-cadhérine ne semble pas étre affectée. De la méme maniere,
l'inhibition de I'expression de la VE-cadhérine suite a un traitement au siRNA VE-cadhérine,
n’affecte pas I'expression de la N-cadhérine (Cf. Figure 30 B).
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Figure 30 : L’extinction de la N- ou de la VE-cadhérine ne modifie pas I'expression des

deux cadhérines.

Les cellules HUVECs ont été nucléofectées soit par un SiRNA CTL ou dirigé contre la N-cadhérine (1uM de siRNA)
(). En paralléle, les HUVECs ont été nucléofectées soit par un siRNA CTL ou dirigé contre la VE-cadhérine (1uM
de siRNA) (2). 24 heures apres la nucléofection,les cellules ont été lysées et 5 ug de protéines ont été séparées par
western-blot (WB) puis réveélées avec un anticorps anti-VE-cadhérine, anti —N-cadhérine ou anti-actine. La quantité
de protéines a été normalisée par la détection de I'actine.

Puis, la localisation des deux cadhérines a été analysée suite au traitement au SIRNA N-
cadhérine (Cf. Figure 31). La localisation des deux cadhérines a été comparée a celle des cellules
traitées au SiRNA VE-cadhérine (Cf. Figure 31 A). Ainsi, les cellules traitées au siRNA N-
cadhérine perdent I'expression de cette cadhérine, puisque lintensité de marquage de la N-
cadhérine est fortement diminuée (Cf. Figure 31 B). De plus, bien quen absence de VE-
cadhérine la localisation de la N-cadhérine soit modifiée (voir fleche blanche Figure 31 A),
I'inhibition de I'expression de la N-cadhérine n’affecte pas la localisation de la VE-cadhérine. La
VE-cadhérine présente toujours une localisation subcellulaire interendothéliale. Ceci montre
clairement que la N-cadhérine n’organise pas la localisation de la VE-cadhérine et que seule la
VE-cadhérine possede un pouvoir d’exclusion jonctionelle.

-113 -




N-cadhérine VE-cadhérine

siRNA VE-cadhérine siRNA CTL

B N-cadhérine VE-cadhérine
ILE-
=
ﬂ -t
g e
z
%

Figure 31 : Contrairement a la régulation de la localisation de la N-cadhérine par la VE-
cadhérine, la N-cadhérine n’organise pas la localisation de la VE-cadhérine

Les cellules HUVECSs ont été nucléofectées dans un premier temps par un siRNA CTL, ensuite par un siRNA dirigé
contre la VE-cadhérine (1uM de siRNA) (A), et enfin par un siRNA dirigé contre la N-cadhérine (B). 24 heures aprés
la nucléofection les cellules sont fixées, perméabilisées, puis co-marquées par des anticorps anti-VE-cadhérine et
anti-N-cadhérine. Enfin leurs noyaux sont colorés au bleu de Hoechst avant d’étre observé au microscope a
épifluorescence.

Ainsi, parmi la N- et la VE-cadhérine, la VE-cadhérine est la seule cadhérine endothéliale
qui puisse modifier la localisation de la N-cadhérine, sans affecter I'expression de la cadhérine
neurale. Ces résultats montrent une fois de plus le réle clé de la VE-cadhérine au sein de
I'endothelium.
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b. Analyse des radeaux lipidiques des cellules endothéliales

Les radeaux lipidiques forment des plateformes moléculaires capables d’organiser
structurellement et fonctionnellement la jonction intercellulaire grace leur association aux
molécules d’adhérence. Cependant, peu de choses sont connues concernant les radeaux lipidiques
des cellules endothéliales. En effet, trés peu d’études ont porté sur I'analyse de la composition du
radeau lipidique endothélial. Nous avons ainsi voulu étudier dans un premier temps I'organisation
du radeau lipidique au sein des cellules endothéliales grace a I'analyse de protéines et de lipides
connus pour faire partie intégrante du radeau. Nous avons ainsi analysé la localisation du
ganglioside GML1 et la cavéoline-1 au sein des cellules endothéliales (Cf. Figure 32) traités ou
non avec une solution perméabilisante contenant 1% de triton X-100.

Cavéoline-1 GM1
Sans pré- Avec pré- Avec pré-
perméabilisation perméabilisation permeéabilisation

Figure 32 : Les radeaux lipidiques des cellules endothéliales se concentrent au niveau des

contacts intercellulaires

Les HUVECs ont été fixées, perméabilisées, et prétraitées avec une solution contenant 1% de Triton X-100. Ces
cellules ont été par la suite marquées avec un anticorps anti-Cavéoline. La localisation du ganglioside GM1 a été
étudiée dans des cellules HUVECs pré—perméabilisées avec une solution de triton X-100 puis fixées. Elles sont par la
suite marquées a la toxine de choléra couplée au FITC. Leurs noyaux sont colorés au bleu de Hoechst avant d'étre

observé au microscope a épifluorescence.

Ce traitement a pour action de solubiliser et extraire les protéines présentes en dehors des
radeaux de cholestérol. Suite a ce traitement, il ne reste que les protéines associées aux radeaux
lipidiques. Les HUVECs expriment la cavéoline-1 qui est en partie localisée au niveau des
contacts interendothéliaux (Cf. Figure 32 pré-perméabilisation et fixation). Ce marqueur
protéique des radeaux est donc localisé au niveau de la jonction interendothéliale. Méme si, sur ce
cliché le ganglioside GM1 présente un marquage également jonctionel (Cf. Figure 32 GML1), sur
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I'ensemble des cellules observées il est assez difficile d’obtenir une aussi belle localisation
jonctionelle. Ces résultats indiqueraient donc que des radeaux lipidiques des cellules endothéliales

peuvent se concentrer aux jonctions interendothéliales mais probablement en faible quantité.

c. Analyse des radeaux lipidigues épithéliaux.

En paralléle de I'analyse des radeaux lipidiques des cellules endothéliales, nous avons
analysé les radeaux lipidiques des cellules épithéliales. En effet, comme dit précédemment, il était
assez difficile de mettre en évidence la localisation jonctionelle des radeaux endothéliaux. Nous
avons voulu alors comparer cette colocalisation a celle des cellules épithéliales. Notre choix de
modele cellulaire épithélial s’est tourné vers les cellules épithéliales rénales canines extraites par
Madin et Dardy (ou MDCK). Ces cellules sont fortement polarisées puisqu’elles possédent un
niveau d’organisation baso-apicale trés marqué. Elles constituent alors un modéle de systéme
jonctionel épithélial de choix. La localisation des marqueurs de radeaux comme la flotilline-2 et la
cavéoline-1 ainsi que la localisation de la B- et de la y-caténine a été effectuée et analysée (Cf.
Figure 33). Tout d’abord, le marquage immunofluorescent pour la flotilline-2 s’observe aux
contacts inter-épithéliaux (voir Cf. Figure 33 A). Un tel marquage est également visible pour le
ganglioside GML1 suite a un traitement pré-perméabilisant (Cf. Figure 33 B). Comme attendu, la
localisation de la B- et la y-caténine s'observe également a la jonction que les cellules soient
traitées ou non avec la solution pré-perméabilisante (voir Figure 33 : fleches blanches a pointillés
noirs et fleches blanches a damier). De plus, les deux marqueurs protéiques des radeaux
colocalisent relativement les caténines analysées.

Ainsi, de maniére plus marquée que pour les cellules endothéliales, les radeaux de
cholestérol des cellules MDCK se trouvent en partie a la jonction inter-épithéliale et colocalisent
avec les molécules des jonctions adhérentes. De plus, contrairement aux radeaux épithéliaux, les

radeaux des cellules endothéliales semblent étre moins abondants.
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Sans pré-perméabilisation

B-caténine y-caténine

Flotilline-1

Avec Pré-perméabilisation

GM1 B-caténine -caténine

Figure 33 : Les molécules de la jonction adhérente des cellules épithéliales (MDCK)
colocalisent avec des marqueurs des radeaux lipidiques.

Les HUVECs ont été soit fixées puis perméabilisées et marquées avec un anticorps anti-flotilline (A) soit pré-
perméabilisées par une solution contenant 1% de triton X-100 puis fixées. Le ganglioside GML1 a été détecté grace a
la toxine B du choléra (CTxB) couplée au FITC (B). Les HUVECs ont ensuite été marquées avec un anticorps anti-
flotilline ou avec un anticorps anti-B- ou anti-y-caténine. Leurs noyaux sont colorés au bleu de Hoechst avant d'étre

observé au microscope a épifluorescence.

d. Analyse de la VE-cadhérine des radeaux de cholestérol

Notre étude a permis de mettre en évidence que seule une petite fraction de la VE-
cadhérine pouvait s'associer aux radeaux. Nous avons ainsi analysé cette fraction limitée de VE-
cadhérine associée aux radeaux. Tout d’abord, nous avons testé I'association spécifique de la VE-
cadhérine aux radeaux de cholestérol grace au traitement par une drogue visant a déstabiliser les
radeaux. Puis, afin de souligner une spécificité particulaire de cette molécule d’adhérence au
radeau lipidique, son profil de phosphorylation a été comparé a celui de la VE-cadérine non
associée au radeau.
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& Spécificité d’association

Suite a I'analyse en western-blot des différentes fractions obtenues a partir d’'un gradient
de sucrose, nous avons mis en évidence qu’une petite fraction de la VE-cadhérine était enchassée
aux radeaux lipidiques. Afin de montrer la spécificité de cette association, nous avons traité les
HUVECs avec des drogues qui déstabilisent les radeaux de cholestérol. La premiere drogue
choisie fut le cholestérol oxydase (ou CO). Cette molécule est une flavoprotéine transformant le
cholestérol en cholesténone par un processus d’oxydation. Le cholestérol oxydé n’est ainsi plus
capable de maintenir la structure du radeau lipidique. La localisation de la VE-cadhérine a été
ainsi mise en évidence suite au traitement a la CO. Le marquage dirigé contre la VE-cadhérine
traitée ou non a la CO reste toujours au niveau des contacts interendothéliaux (Cf. Figure 34). 1l
semble donc que le CO ne perturbe pas la localisation de la VE-cadhérine. Ces résultats n’ont
rien de surprenant puisqu’une petite fraction de VE-cadhérine est associée aux radeaux lipidiques.
La technique d'immunofluorescence ne semble pas étre la méthode la plus adaptée pour analyser
le déplacement du pool restreint de VE-cadhérine associée aux radeaux suite a un tel traitement.

Sans CO Avec CO
(1 U/ml pendant 1 heure)

20 um
e

Figure 34 : Le traitement au cholestérol oxydase ne perturbe pas la localisation de la VE-
cadhérine
Les HUVECs ont été traitées ou non par du cholestérol oxydase (CO). Ces cellules ont été fixées puis

perméabilisées. Les HUVECs ont été par la suite marquées avec un anticoprs anti-VE-cadhérine. Leurs noyaux sont
colorés au bleu de Hoechst avant d'étre observé au microscope a épifluorescence.

Des résultats similaires en immunofluorescence ont été obtenus suite a un traitement avec
une autre drogue connue pour déstabiliser les radeaux de cholestérol: la Méthyl-R-cyclodextrine
(résultats non montrés). Cette drogue fait partie d’'une famille d’oligosaccharide cyclique. Elle est

capable de se lier aux molécules de cholestérol et de former un complexe extrémement soluble.
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De cette maniére, le cholestérol est alors chassé des radeaux. De maniére similaire au traitement
CO, le marquage de la VE-cadhérine des cellules traitées ou non par cette drogue n’est pas
modifié. Ceci suggére une fois de plus que 'immunofluorescence n’est pas la technique la plus
adaptée pour voir I'association spécifique du pool de VE-cadhérine aux radeaux. Le marquage de
la VE-cadhérine présente en dehors des radeaux semblerait masquer celui de la VE-cadhérine des
radeaux. Il aurait été judicieux de prouver I'efficacité des traitements. Ainsi, nous aurions pu
analyser la localisation du ganglioside GM1 ou la localisation de marqueurs protéiques associés
aux radeaux comme la cavéoline-1 ou la flotilline. Egalement, I'analyse en western blot de la
fraction de la VE-cadhérine associée aux radeaux des cellules endothéliales traitées au non avec
un agent déstabilisant des radeaux aurait été la technique la plus adaptée. Cependant, par manque

de temps, ces expériences n'ont pu étre réalisées.

& Profil de phosphorylation.

Les radeaux lipidiques sont connus pour étre des plateformes moléculaires favorisant la
signalisation intracellulaire. La VE-cadhérine est une molécule d’adhérence impliquée dans de
nombreux mécanismes cellulaires comme le contrdle de la perméabilité, I'angiogenése et la
prolifération cellulaire. Le plus souvent, ces phénomenes sont corrélés a une augmentation de la
phosphorylation sur tyrosine de la VE-cadhérine. La VE-cadhérine phosphorylée pourrait ainsi
étre préférentiellement associée a ces plateformes de signalisation. Le profil de phosphorylation
de la VE-cadhérine associée (RL) ou non (NRL) aux radeaux lipidiques a été ainsi étudié dans des
HUVECs (Cf. Figure 35 B). Le rapport obtenu soit pour la VE-cadhérine des radeaux, soit pour
la VE-cadhérine non enchéssée aux radeaux est sensiblement le méme. Ainsi, la VE-cadhérine
des radeaux lipidiques des cellules endothéliales quiescentes est autant phosphorylée que celle
non associée aux radeaux. Dans ce cas précis, la VE-cadhérine des radeaux ne serait pas
impliquée dans des voies de signalisation faisant intervenir les phosphorylations sur tyrosine.
Cependant, il est a noter que les cellules n'ont pas été traitées avec un agent induisant des
phosphorylations sur tyrosine comme le VEGF. Seul I'état de phosphorylation des protéines a
été blogué par I'ajout de I'inhibiteur de phosphatase : I'ortho vanadate dans le tampon de lyse des
cellules. L’augmentation des phosphorylations sur tyrosine de la VE-cadhérine par des agents
stimulants constituerait une méthode plus appropriée permettant de mettre en évidence
I'association différentielle de la VE-cadhérine phosphorylée aux radeaux lipidiques.
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Figure 35 : La VE-cadhérine des radeaux lipidiques (RL) ne présente pas de profil de
phosphorylation particulier.

Les cellules HUVECSs sont lysées dans un tampon de lyse contenant de I'orthovanadate ( 100 mM). Le lysat
d’HUVEC est ensuite fractionné sur gradient de sucrose. La VE-cadhérine est immunoprécipitée dans les deux types
de fractions puis le profil de phosphorylation est analysé par western-blot (A). Les bandes des blots sont alors
quantifiées par Imagel , puis le rapport de la quantification obtenu pour la VE-cadhérine et celui obtenu pour la VE-
cadhérine phosphorylée est calculé au sein des fractions LR et NLR (B).
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5. Discussion et perspectives

La VE-cadhérine et la N-cadhérine sont deux molécules d’adhérences co-exprimées dans
la cellule endothéliale. La premiere est spécifique de I'endothelium et présente une localisation
jonctionelle. Elle est depuis longtemps connue pour jouer un rdle clé dans I'angiogenése. La N-
cadhérine quant a elle, est exprimée par plusieurs types cellulaires au sein desquels elle est
localisée au niveau de la jonction adhérente, a I'exception pres des cellules endothéliales. En effet,
sa localisation est observée de maniere diffuse autour de la membrane. Au sein de I'endothelium,
son role au cours de la maturation du vaisseau sanguin a été bien caractérisé alors que son réle

dans I'angiogenese précoce reste controversé.

N-cadhérine endothéliale diffuse

Notre objectif a été de déterminer les mécanismes d’exclusion de la N-cadhérine des
jonctions, qui pourraient avoir des conséquences sur la fonction de la N-cadhérine dans
I'endothelium. Ainsi, I'étude des partenaires de la VE- et de la N-cadhérine a été réalisée, ce qui a
permis de mettre en évidence des associations différentes pour deux molécules cytoplasmiques :
la phosphatase SHP2 et la caténine p120. Ces deux molécules sont justement impliquées dans le
maintien des molécules de cadhérine aux jonctions adhérentes. En effet, d’une part, des études
ont montré que SHP2 liée aux cadhérines pouvait contréler la phosphorylation des caténines
associées aux cadhérines. Les caténines phosphorylées provoquent une dissociation de I'a-
caténine ce qui déstabiliserait les cadhérines a la jonction (Tsukatani et al., 1997) (Ozawa and
Kemler, 1998). SHP2 limiterait ces phosphorylations ce qui stabiliserait alors les cadhérines aux
contacts intercellulaires. En effet, I'association de SHP2 a la N-cadhérine des cellules de lentille
occulaire en différenciation est associée a une baisse de la phosphorylation des caténines et
s'accompagne d’une stabilisation de la N-cadhérine aux jonctions intercellulaires (Leonard et al.,
2008). Egalement, suite & un traitement a la thombine, la VE-cadhérine ne s'associe plus & SHP2
alors que la B-caténine associée a la cadhérine devient de plus en plus phosphorylée (Ukropec et
al., 2000). Tous ces phénoménes corrélent avec une dissociation des jonctions (Rabiet et al.,
1996). D’autre part, des études ont montré que p120 participait activement au maintien des
clusters de E-cadhérine a la membrane ce qui renforcerait I'adhésion entre les cellules (Thoreson
et al., 2000; Yap et al., 1998). Enfin, la caténine p120 est connue pour stabiliser les cadhérines a la
membrane en les protégeant des voies d’endocytose (Kowalczyk and Reynolds, 2004; Peifer and
Yap, 2003; Xiao et al., 2003; Xiao et al., 2005). Ainsi, la N-cadhérine serait plus susceptible d’étre

dégradée et aurait donc un turn-over membranaire plus rapide.
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N-cadhérine endothéliale jonctionelle

De plus, nous avons mis en évidence, et ceci pour la premiere fois au sein de plusieurs
modeles cellulaires endothéliaux, que la localisation de la N-cadhérine était dépendante de la VE-
cadhérine. Ces observations avaient été déja suggérées dans une étude précédente (Deleuze et al.,
2007). En absence de VE-cadhérine, la N-cadhérine devient alors jonctionelle. La relocalisation
de la N-cadhérine serait strictement dépendante du domaine juxtamembranaire de la VE-
cadhérine. D’autres travaux ont montré que dans des CHO la VE-cadhérine mutée au niveau de
la région proximale du domaine cytoplasmique ne délocalisait pas la N-cadhérine alors
jonctionelle (Navarro et al., 1998). Nous avons pu également mettre en évidence un tel résultat.
En effet, dans notre modéle de cellules endothéliales déficientes en VE-cadhérine (cellules Endo
-/-), seule la VE-cadhérine mutée dans la région proximale est capable de colocaliser avec la N-
cadhérine au niveau des jonctions. Cela signifie qu’en absence du domaine de liaison a p120
fonctionel, la VE-cadhérine ne peut pas exclure la N-cadhérine des jonctions.

En outre, la localisation différentielle a été observée dans les EBs déficient en VE-
cadhérine. D’une part, en concordance avec des études ultérieures (Vittet et al., 1997), les EBs
déficients en VE-cadhérine ne forment pas de bourgeons endothéliaux. D’autre part, nous avons
mis en évidence dans ce modele que la N-cadhérine bien que jonctionelle ne participait pas a la
formation des bourgeons endothéliaux, et ne remplagait pas la fonction angiogénique de la VE-
cadhérine. Ces observations mettent ainsi en évidence que méme si la N-cadhérine posséde une
localisation jonctionelle, cette localisation ne lui confére pas un rdle actif dans la formation des
bourgeons endothéliaux. Ces observations montrent que la N-cadhérine pourrait ainsi étre
impliquée dans des voies signalétiques spécifiques et différentes de celles de la VE-cadhérine. Ces
voies de signalisation pourraient probablement faire intervenir des partenaires cytoplasmiques
différents.

Afin de répondre a cette hypothese, il serait intéressant d'étudier et de comparer les
partenaires cytoplasmiques de la N-cadhérine jonctionelle ou diffuse. Tout d’abord, comme
SHP2 est une molécule responsable de la localisation jonctionelle des cadhérines, nous pourrions
dans des expériences d'immunoprécipitation, analyser et comparer I'association de cette protéine
a la N-cadhérine diffuse ou jonctionelle. Afin d’étendre cette analyse et de mettre en évidence
I'association différentielle d’autres partenaires cytoplasmiques de chacune des cadhérines,
I'analyse protéomique des interactants cytoplasmiques pourrait étre réalisée. Il serait notamment
intéressant de se pencher sur I'analyse de protéines kinases comme Src (Lambeng et al., 2005)
(Wallez et al., 2007) ou de phosphatases comme la phosphatase VE-PTP (Baumer et al., 2006),
connues pour étre impliquées dans I'angiogenése. Cette analyse pourrait porter également sur les
différentes VE-cadhérines murines. Nous pourrions mettre en parallele les phénotypes

-122 -



angiogéniques de chaque VE-cadhérine mutantes et les partenaires associés a chaque VE-

cadhérine mutantes.

Jonctionalité de la N- et de la VE-cadhérine et association aux radeaux lipidigues.

La N-cadhérine jonctionelle des cellules myoblastiques est capable de s'associer
préférentiellement aux radeaux lipidiques, ce qui permet d’ancrer de maniére stable la cadhérine
aux jonctions adhérentes (Causeret et al., 2005; Taulet et al., 2009). L’association différentielle des
deux cadhérines endothéliales aux radeaux lipidiques pourrait ainsi représenter un moyen de
stabiliser ces cadhérines a la jonction interendothéliale. Tout d’abord, nous avons mis en évidence
que, contrairement a la localisation jonctionelle des radeaux lipidiques des cellules épithéliales
(MDCK), les radeaux lipidiques des cellules endothéliales ne semblent pas étre autant concentrés
aux jonctions intercellulaire. En effet, la localisation jonctionelle du glanglioside GM1, de la
cavéoline-1 a été difficilement mise en évidence. Egalement, bien qu’une trés faible proportion de
VE-cadhérine soit associée aux radeaux, il semblerait que la localisation jonctionelle de la VE-
cadhérine ou de la N-cadhérine (en absence de VE-cadhérine) ne soit pas dépendante d’une
association aux radeaux lipidiques. Ainsi, a la différence des cellules épithéliales, la notion de
jonctionalité d’une cadhérine et le terme de radeau dans des cellules endothéliales sont deux
choses bien disctinctes.

La VE-cadhérine des radeaux

Par la suite, la VE-cadhérine des radeaux a été analysée de maniére a montrer que cette
cadhérine présentait des spécificités en comparaison de la VE-cadhérine présente en dehors des
radeaux. L’association des partenaires cytoplasmiques comme les caténines a été alors étudiée. La
VE-cadhérine des radeaux semble lier les partenaires cytoplasmiques comme l'a-, la B- et la y-
caténine de la méme maniere que la VE-cadhérine non associée aux radeaux lipidiques.
Toutefois, p120 semble s’associer principalement a la VE-cadhérine des radeaux. Ainsi, comme la
caténine pl120 des cellules myoblastiques (Taulet et al., 2009), la caténine p120 des cellules
endothéliales stabiliserait la VE-cadhérine aux radeaux. La VE-cadhérine associée aux radeaux
constituerait alors une plateforme protéo-lipidique principalement impliquée dans la stabilité de la
jonction interendothéliale.

Les radeaux de cholestérol et la forme phosphorylée de la VE-cadhérine sont tous deux
impliqués dans des voies de signalisation. Ainsi, la phosphorylation de la VE-cadhérine des
radeaux a été étudiée de maniere a montrer qu’elle était impliquée dans des voies de signalisation.
Nous avons montré dans des cellules HUVECs quiescentes et non stimulées, que la VE-
cadhérine des radeaux, et celle présente en dehors des radeaux, présentait des profils de
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phosphorylation trés faibles et semblables. Dans des cellules quiescentes, la VE-cadhérine des
radeaux lipidiques ne semble donc pas participer activement a des voies de signalisation. 1l serait
alors intéressant d’étudier le profil de phosphorylation de la VE-cadhérine associée aux radeaux
dans des cellules « actives » c’est a dire dans des cellules éparses, ou dans des cellules stimulées
par des agents pro-angiogénique. Ce profil pourrait étre comparé a celui de la VE-cadhérine non
associée aux radeaux.

En fonction du profil de phosphorylation obtenu, ces résultats nous renseigneraient alors
sur le réle de la VE-cadhérine des radeaux. Ceci pourrait nous indiquer son implication dans la
transduction du signal, ou dans la stabilisation de la jonction. Il est a noter néanmoins que suite a
des drogues visant a déstructurer les radeaux, la localisation VE-cadhérine des radeaux n’a pas été
modifiée. Le marquage prédominant de la VE-cadhérine, présente en dehors des radeaux,
semblerait masquer celui de la VE-cadhérine des radeaux.
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B. Etude du rdle différentiel de la N- de la VE-cadhérine
dans I'angiogenese

1. Contexte scientifique

La N-cadhérine présente une localisation subcellulaire originale qui est précisément
controlée par la VE-cadhérine. Cette localisation pourrait lui prévaloir une fonction spécifique
dans la biologie de I'endothelium, notamment au cours de I'angiogenése. Notre objectif a été de
mieux caractériser les mécanismes moléculaires conférant a la VE-cadhérine une fonction
spécifique dans I'angiogenése. Ainsi, notre travail a eu pour but de décrypter la contribution
différentielle des deux cadhérines en analysant les domaines protéiques de chacune des VE- et N-
cadhérines potentiellement impliquées dans I'angiogenese. Il nous a semblé judicieux de focaliser
notre étude sur deux régions de la VE-cadhérine potentiellement importante pour la spécificité
fonctionnelle de cette protéine :

-Le domaine de liaison de la B-caténine de la VE-cadhérine.

Carmeliet et al. ont montré que ce domaine était fondamental pour le développement
vasculaire du fait du phénotype léthal des souris exprimant une VE-cadhérine délétée de cette
région de la molécule (Carmeliet et al., 1999). Cependant, nous pouvons nous demander si cette
région possede des informations fonctionelles spécifiques, indépendantes de la liaison propre des
caténines. La N-cadhérine posséde une région homologue au niveau du domaine cytoplasmique,
également capable de lier les caténines. Ce domaine pourrait-il remplacer celui de la VE-
cadhérine du point de vue fonctionnel? Ou bien la région de liaison aux caténines (CBD) de la
VE-cadhérine fournirait-elle d’autres informations? Ou lier d’autres partenaires spécifiques de
signalisation?

-Le domaine extracellulaire.

De nombreuses études ont montré I'importance du domaine extracellulaire de la VE-
cadhérine dans le role adhésif de cette molécule d’adhérence. Le rdle du domaine extracellulaire
de la VE-cadhérine se limite-t-il uniquement & un réle de « glue» intercellulaire ? Quelle est le rdle
exact de ce domaine ? Favorise-t-il la transmission d’un signal provenant de I'extérieur vers
l'intérieur de la cellule? Notre laboratoire a montré que le remplacement du domaine
extracellulaire du domaine de la VE-cadhérine par celui de la N-cadhérine permet a cette protéine
chimérique d’étre exprimée aux jonctions dans des cellules CHO (projet de Master 2 de Stella
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Oun). Cette protéine peut-elle étre fonctionelle et permettre I'angiogenése lorsquelle est
exprimée dans des cellules endothéliales?

2. Strategie experimentale

La stratégie adoptée consistera a I'analyse du phénotype angiogénique de cellules
endothéliales exprimant des molécules de VE-cadhérine mutées pouvant comporter des
domaines protéiques de la N-cadhérine au sein de modeles d’angiogenése in vitro (Cf. Figure 36).

1/ Expression de VE- 2/ Test de 1a capacité angiogénique
cadhérines mutantes des cellules

siRNA VE-cadhérine humain

VE-cadhérine mutante de souris

Figure 36 : Stratégie adoptée pour évaluer I'activité angiogénique de domaines
moléculaires de la VE-cadhérine
Les HUVECs expriment différentes VE-cadhérines mutantes murines et perdent transitoirement I'expression de la

VE-cadhérine humaine endogene suite a un traitement au siRNA VE-cadhérine. Ces cellules sont ensuite placées au
sein de modéles d’angiogenese in vitro qui permettent alors d’analyser la capacité angiogénique de ces cellules.

Les cellules HUVECs constituent le modéle cellulaire endothélial dans lequel les
différentes VE-cadhérine mutantes ont été exprimées. Afin de montrer la fonction angiogénique
spécifique des différentes VE-cadhérine mutantes, I'expression de la VE-cadhérine endogene doit
étre temporairement inhibée. Ainsi, ces cellules seront transfectées a la fois par le siRNA dirigé
contre la VE-cadhérine et par une construction de VE-cadhérine murine mutante.
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a. Construction et description des différentes VE-cadhérine murines

mutantes

Les différentes VE-cadhérine murines mutantes sont représentées sur le schéma ci-
dessous (Cf. Figure 37).

B-cat
VE-cadherin-myc
VE-cad-AB cat
Domaine extracellulaire Domaine intracellulaire

VE-cad/Ncad-Bceat

N-cad EC/VE-cad ICO&OO b
&I Etiquette Mye

Figure 37 : Représentation schématique des différentes VE- et N-cadhérines murines

mutantes

Les domaines en rouge correspondent aux domaines protéiques de la VE-cadhérine alors que les domaines en bleus

correspondent aux domaines protéiques de la N-cadhérine. Chaque molécule comporte a son extrémité C-ter murine
une étiquette myc. La VE-cadhérine-myc correspond a une molécule de VE-cadhérine murine entiére (acides aminés
1 a 783) munie d’une étiquette myc. La VE-cad-ARcat correspond a une molécule de VE-cadhérine tronquée pour le
domaine de liaison de la B-caténine (acides aminés 1 a 700). Les deux molécules chimériques : VE-cad/N-cad-Rcat
et N-cad/VE-cad IC sont des protéines chimériques formées de domaines de VE- et de N-cadhérine interchangés.
La protéine VE-cad/N-cad-Rcat est une molécule de VE-cadhérine dont le domaine de liaison pour la B-caténine a

été remplacé par celui de la N-cadhérine. La protéine N-cad EC/VE-cad IC est formée du domaine extracellulaire de

la N-cadhérine couplé au domaine transmembranaire et intracellulaire de la VE-cadhérine.

La fabrication des mutants a été réalisée par Stella Oun au cours de son Master 2.
Brievement, les ADNc codant pour les VE-cadhérines, ou les N-cadhérines murines ont été
amplifiés par PCR et clonés dans le plasmide d’expression eucaryote pCDNA 3.1. Chaque
construction possede une étiquette myc permettant la reconnaissance spécifique de la protéine
transfectée. VE-cadhérine-myc code pour la protéine VE-cadhérine murine entiére. VE-cad-
ARcat code pour une protéine delétée de 83 acides aminés C-terminaux, contenant le domaine de
liaison des caténines. La protéine chimérique VE-cad/N-cad-Rcat code pour une protéine formée
du domaine extracellulaire de la VE-cadhérine couplé au domaine intracellulaire de la N-
cadhérine. La deuxiéme molécule chimérique : N-cad EC/VE-cad IC code pour la protéine
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composée du domaine extracellulaire de la N-cadhérine couplé au domaine intracellulaire de la
N-cadhérine.

Ainsi, la protéine VE-cad-AR cat et VE-cad/N-cad-Rcat permettent d’analyser la
contribution du domaine CBD, alors que N-cad/VE-cad IC permet de définir la fonction
spécifique éventuelle du domaine extracellulaire de la VE-cadhérine.

b. Modéles d’angiogenése in vitro utilisés

La capacité angiogénique des cellules HUVECs transfectées ou non est évaluée au sein de
3 tests d’angiogenese in vitro décrits dans la littérature :

- le modele matrigel permet le développement de structures précapillaires mimant
I'organisation d’un réseau vasculaire (Maheshwari et al., 1991).

- le modéle sphéroide permet de montrer la capacité qu’'ont les cellules a former des
structures bourgeonnantes (Korff and Augustin, 1998) (Korff and Augustin, 1999).

- le modéle de vacuolisation permet d’analyser la formation de la lumiére endothéliale par
vacuolisation des cellules en gel de collagene (Yang et al., 1999).

Avant de répondre a cette problématique, les trois tests d’angiogenése in vitro ont été mis
au point. En paralléle, au sein méme de ces modéles, le phénotype angiogénique spécifique de la
déficience en VE-cadhérine, obtenue par stratégie SIRNA a été analysé. La seconde étape a été de
valider la faisabilité d’une double transfection (plasmide d’expression concomitant avec le sSiRNA)
dans des cellules HUVECS, sachant que ces cellules primaires ne sont pas considérées comme
facilement transfectables. Enfin, I'analyse des phénotypes des HUVECs transfectés dans ces
modeles nous permettrait d’évaluer linfluence des VE-cadhérines mutantes sur certains

parametres in vitro de I'angiogenese.

3. Matériel et méthodes

a. Culture de cellules HUVECs et nucléofection par méthode
AMAXA

Des HUVECs commerciales (Lonza) ont été utilisées dans la plupart des expériences

(passage P3). Elles sont cultivées dans du milieu EBM-2 (Lonza Cambrex) supplémenté par 2%
de sérum de veau feotal et des facteurs de croissance contenus dans le kit « Single Quots »
(VEGF, hFGF-B (human Fibroblast Growth Factor), hydrocortisone, vitamine C, R3-IGF-1
(R3-Insulin-like Growth Factor), héparine, hEGF (human Epithelial Growth Factor) et
antibiotique GA : 1000 (gentamycine et amphotéricine B)). 24 heures avant la nucléofection, les
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cellules sont trypsinées et ensemencées a 32.000 cellules/cm? Le jour de la nucléofection, les
cellules HUVECs sont trypsinées et 10° cellules sont resuspendues dans 100 pl de mélange
« Nucleofector » fourni dans le kit « Nucleofection HUVEC » (Amaxa). Les cellules sont
transférées dans la cuve de I'éléctroporateur contenant 3 pg de siRNA contréle ou de siRNA
dirigé contre la VE-cadhérine (Thermo Scientific Dharmacon). A cette méme suspension
cellulaire, il peut étre également ajouté 2 ug d’'un des 4 plasmides pcDNA3.1 codant pour les VE-
cadhérines murines mutantes, citées dans le paragraphe 2.a (page). Ces plasmides ont été
amplifiés grace au kit « Endotoxin Free » (Qiagen). Les cellules sont nucléofectées selon le
programme A-034 d’Amaxa, reprises dans 500 ul de milieu EBM-2 complet et ensemencées dans
une boite de culture cellulaire de 35 mm de diameétre. Les cellules sont placées dans une étuve de
culture cellulaire (5% CO2, humidité 100%) et utilisées 24 heures apres la transfection.

b. Formation de structures précapillaires (modele de matrigel)

Quelques heures avant la mise en culture des HUVECs sur matrigel, les puits d’une
plaque 24 puits sont recouverts de 275 ul de matrigel (BD Bioscience). De maniére a ce que le
matrigel polymérise rapidement, la plaque est tout de suite placée dans une étuve de culture
cellulaire (5% CO2, humidité 100%). En parallele, les cellules HUVECS, sont rincées, trypsinées
et numérées sur lame de Malassez. Une suspension cellulaire a 100.000 cellules/ml dans de
'EBM-2 complet est réalisée et 1 ml de cette solution est placé dans chaque puits de la plaque 24
puits recouvert de matrigel. Au bout de 2 heures, les cellules sont observées sur un microscope

inversé a contraste de phase et iconographiées apres 2 a 9 heures d’incubation sur matrigel.

c. Formation de structures bourgeonnantes (modele sphéroide)

Nous nous sommes inspirés du protocole établi par Korff et al. (Korff and Augustin,
1998) (Korff and Augustin, 1999).
Formation des sphéroides

Les cellules HUVECs sont trypsinées, numérées sur lame de Malassez et centrifugées. Le
culot est repris dans du milieu EBM-2 contenant 2,5% de méthylcellulose (& 2,5 mg/ml finale) de
maniére 2 obtenir une concentration cellulaire finale de 10.000 cellules/ml. 100 ul de cette
suspension cellulaire sont ensuite ensemencés dans chaque puits d’une plaque 96 puits a fond
rond non-traitée pour la culture cellulaire. Les cellules tombent au fond du puit pour former une

structure sphérique compacte appelée sphéroide.

-129 -



Bourgeonnement en collagéne

24 heures apres, les sphéroides sont récoltés délicatement a I'aide d’un cone de pipette 1
ml coupée a son extrémité. Ces sphéroides sont centrifugés pendant 5 minutes a 500 tours par
minute. Le culot de sphéroides est utilisé dans les 15 minutes pour éviter qu’ils ne se collent entre
eux. En paralléle, une solution de collagéne est préparée et maintenue dans la glace. Cette
solution de collagéne se compose de collagéne de rat de type | (2,4 mg/ml) dilué dans de 'TEBM-
2 non supplémenté. Du PBS 10X est additioné afin de maintenir les concentrations salines du
mélange. Le collagéne est ensuite neutralisé extemporanément par du NaOH 1N (2,3 % du
volume de collagéne ajouté).

Le culot de sphéroides est resuspendu dans du milieu EBM-2 contenant 0,5 % de
méthylcellulose additioné de SVF (4 %) et doublement supplémenté en facteurs de croissance
(VEGF, hFGF-B, hydrocortisone, vitamine C, R3-IGF-1, héparine, hEGF, antibiotique GA :
1000) fournis dans le kit « Single Quots » de Lonza. Cette solution est nommée : EBM-2/MC. Le
volume de milieu d’'EBM-2/MC est calculé de maniéere a obtenir environ 90 sphéroides/ml. Les
sphéroides en suspension sont meélangés volume/volume avec la solution de collagene
neutralisée. 1 ml de ce mélange est réparti immédiatement dans chaque puits d’une plaque 24
puits préchauffée a 37°C. Cette plaque est ensuite placée a I'étuve 37°C pendant 30 minutes, ce
qui permet au gel de collagéne de polymériser. Les gels de collagene sont ensuite recouverts de
100 pl de milieu EBM-2 supplémenté par du VEGF (50 ng/ml) et du FGF (30 ng/ml). Les
sphéroides sont laissés 24 heures dans I'étuve, puis sont régulierement observés avec un

microscope inversé en contraste de phase et photographiés.

d. Formation de la lumiere endothéliale par fusion de vacuoles

(modéle de vacuolisation)

Le protocole que nous avons utilisé a été inspiré de celui de Koh. et al (Koh et al., 2008).

24 heures apres la nucléofection, les cellules transfectées sont trypsinées et numeérées sur
lame de Malassez. Puis, une suspension cellulaire de 10" cellules/ml est préparée dans du milieu
M199 (Invitrogen) contenant 20% SVF (Cambrex, Lonza), 2% de supplément de croissance
spécifique (LSGS, Cascad Biologics), 1% d’antibiotique/antifongique (ATAM)). Ces cellules sont
ensuite placées dans de la glace.
En parallele, une solution de collagene de rat de type | a 4,68 mg/ml est préparée dans du milieu
M199 (1X final) supplémenté par 40 ng/ml de VEGF, 40 ng/ml de FGF, 50 ng/ml d’acide
ascorbique et 50 ng/ml de Phorbol Myristate Acetate (PMA) ainsi que par un supplément de
sérum reduit 11 (RSII) préparé suivant la référence suivante :(Koh et al., 2008) (0,5 mg/ml

d’albumine de sérum bovin (BSA, Sigma), 5 pg/ml d’insuline recombinate humaine (Sigma), 5
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ng/ml de Na2SeO3, 5 ug/ml d’holo-Transferrine humaine (Sigma) et 4,82 pg/ml d’acide oléique
(Sigma)). Le collagéne est ensuite neutraliseé extemporanément par du NaOH 1IN (2,3 % du
volume de collagene ajouté). 200 ul de la suspension cellulaire est mélangé a 800 ul de solution de
collagéne neutralisée afin d’obtenir au final une suspension cellulaire a 2.10° cellules/ml dans du
collagene a 3,75 mg/ml. Avec précaution, 30 ul de gel sont coulés dans un puit d’une plaque 96
puits préchauffée a 37°C. La plaque est alors placée 30 minutes dans I'incubateur a 37°C afin que
les gels de collagéne polymérisent. 100 pl de milieu de culture M199 1X supplémenté par du RSII
et par des facteurs de croissance (40 ng/ml de VEGF, 40 ng/ml de FGF, 50 ng/ml d’acide
ascorbique et 50 ng/ml de PMA (Phorbol Myristate Acetate)) est ajouté dans chaque puits. Ces
gels sont maintenus dans I'incubateur pendant 48 heures. Afin d’observer les vacuoles formées,
les gels de collagénes sont colorés au bleu de toluidine. Pour cela, les gels sont fixés dans une
solution de glutaraldehyde 3% pendant 2 heures, colorés par 3% de bleu de toluidine diluée dans
30% d’éthanol et rincés a I'eau de nombreuses fois. Les gels sont ensuite montés sur lame de
verre puis observés au microscope droit en contraste de phase.

Les gels sont également fixés pour des marquages immunofluorescents. Pour cela, les gels sont
fixés par 3% de PFA pendant 30 minutes, suivis d'une perméabilisation par 0,2 % de Triton X-
100 pendant 20 minutes. Les gels sont ensuite incubés avec une solution de BSA 1% pendant 1
heure. Ces gels sont ensuite incubés avec des anticorps primaires spécifiques suivis d’anticorps
secondaires fluorescents. Les marquages en épifluorscence sont enfin observés sur un

microscope & épi-fluorescence.
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4. Résultats

a. Modeéles d’angiogenése

@ Influence de linvalidation de la VE-cadhérine sur I'organisation d'un réseau
précapillaire : modele en matrigel.

Le matrigel est un mélange de protéines sécrétées par les cellules d’'un sarcome murin. La
composition protéique est complexe, cependant la laminine et le collagene de type 1V, deux
composants de la lame basale, semblent étre les deux principales molécules qui composent le
matrigel. En présence de cette matrice, les cellules endothéliales s’organisent et forment des

réseaux en « toile d’araignée ». Ces réseaux sont évocateurs de structures pré-capillaires.

Dans un premier temps, les conditions optimales de la culture cellulaire en matrigel ont
été mises au point. Ainsi, de nombreuses conditions ont été testées: milieux de culture, nombre
de cellules, temps d’observation (non montré). Aprés 8 heures de culture sur une matrice de
matrigel, les HUVECs ont la capacité de former de nombreuses structures précapillaires ramifiées
entre elles (Cf. Figure 38). Les cellules transfectées par le sSiRNA contréle s’organisent en de
nombreuses structures précapillaires. La technique de transfection par nucléofection ainsi que
I'utilisation de siRNA contrble ne modifie pas la formation de telles structures. Néanmaoins, les
cellules traitées par le sSIRNA VE-cadhérine perdent la capacité de s'organiser en réseau. Seuls
quelques groupes de cellules isolées forment de courtes associations.

En parallele, I'extinction de I'expression de la VE-cadhérine par ce siRNA a été évaluée
en culture classique par technique d'immunofluorescence (Cf. Figure 38 B). Il apparait tres
clairement que la quasi-totalité¢ des cellules ne présente plus de marquage VE-cadhérine
démontrant que le traitement par le siRNA a été efficace. Ces résultats montrent que les
HUVECs ont la capacité de former des structures pré-capillaires et que I'absence de VE-
cadhérine induit un phénotype visible et particulier. Cette cadhérine semble fondamentale au
cours de I'organisation des cellules endothéliales dans des étapes précoces de I'angiogenése.
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siRNA VE-cadhérine

Pas de transfection siRNA CTL siRNA VE-cadhérine

Figure 38 : Au sein du modéle matrigel, I'absence de VE-cadhérine désorganise les

structures précapillaires

Les cellules HUVECs ont été nucléofectées soit par un siRNA contrdle (CTL), soit par un siRNA dirigé contre la
VE-cadhérine ou n’ont pas été nucléofectées. 24 heures apres la nucléofection les cellules ont été trypsinées puis
50.000 cellules ont été ensemencées dans des puits de plaques 24 puits contenant du matrigel. Les cellules ont été
observées régulierement sous microscope inversé jusqu’a 8 heures (A). Afin de montrer I'efficacité d’extinction du
siRNA, les cellules n’ayant pas servi au test matrigel ont été mises en culture sur lamelles de verre, puis fixées et
perméabilisées. Elles ont été par la suite co-marquées par des anticorps anti-VE-cadhérine et leurs noyaux ont
colorés au bleu de Hoechst (B).

® Conséquences de I'invalidation de la VE-cadhérine sur la formation de la lumiére
endothéliale : modele de vacuolisation

La vacuolisation est une étape relativement tardive dans I'angiogenése. En effet, la
formation de vacuoles permettrait la formation du tube et de la lumiére endothéliale. Les
multiples vacuoles formées dans le cytoplasme de la cellule endothéliale fusionneraient entre elles
et formeraient un « trou » au milieu de la cellule. Ce trou constituerait une ébauche de lumiere du
tube endothélial. Le modele de vacuolisation apparait donc comme un modele d’angiogenese in
vitro tout a fait pertinent pour analyser I'influence de molécules spécifiques dans certaines étapes

de I'angiogenese.
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Le modeéle de vacuolisation consiste en la mise en culture de cellules dans une matrice de
collagéne de type I. Au sein de cette matrice, les cellules HUVECSs sont capables de former des
tubes endothéliaux.

Les HUVECs non transfectées se regroupent, forment de grosses vacuoles et s’organisent
en tubes endothéliaux avec une lumiére au centre du tube (Cf. Figure 39). Les cellules traitées
avec le siRNA contrble se comportent de la méme maniere que les cellules non nucléofectées.
Elles sont capables de former une lumiere endothéliale (voir fleche blanche Figure 39). Les
cellules déficientes en VE-cadhérine quant a elles, ne forment pas de tubes. Elles présentent de
tres petites vacuoles au niveau de leur cytoplasme, qui ne semblent pas fusionner. Ces résultats
montrent donc que les HUVECs sont des cellules endothéliales tout a fait adaptées a ce genre de
test in vitro. De plus, la VE-cadhérine joue un réle crucial dans I'organisation du tube endothélial.

Pas de transfection siRNA CTL siRNA VE-cadhérine

Figure 39 : Effet de la déficience en VE-cadhérine sur la formation des vacuoles et sur la

formation de la lumiére endothéliale

Les cellules HUVECSs ont été placées dans un gel de collageéne | apres avoir transfectées ou non avec le sSiRNA
contréle (CTL) ou avec le siRNA VE-cadhérine. Aprés 48 heures en culture de collagéne, les cellules ont été fixées
puis colorées au bleu de Toluidine. Les fleches indiquent les lumieres des tubes endothéliaux ou les vacuoles

intracellulaires.

En paralléle, afin de s’assurer du phénotype particulier observé dans des cellules traitées
au siRNA VE-cadhérine, I'expression de la VE-cadhérine a été analysée en immunofluorescence.
Ainsi, contrairement aux cellules non nucléofectées ou nucléofectées avec le siRNA contrdle
(voir fleches blanches Figure 40), le marquage VE-cadhérine des cellules traitées au siRNA VE-
cadhérine est inexistant. Le phénotype « non fusionné » observé dans le cas de la coloration au
bleu de toluidine est donc d0 a la déficience en VE-cadhérine.
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Pas de transfection siRNA CTL siRNA VE-cadhérine

VE-cadhérine

Figure 40 : Vérification de I'extinction de I’expression de la VE-cadhérine suite au
traitement siRNA dans le modele de vacuolisation.

Les cellules HUVECs ont été placées dans un gel de collagene I apres avoir été non transfectées, tranfectées avec le
siRNA contrble (CTL) ou avec le siRNA VE-cadhérine. Apreés 48 heures de culture en collagene, les cellules ont été
fixées, co-marquées avec des anticorps anti-VE-cadhérine ou anti-N-cadhérine et leurs noyaux ont été colorés au
bleu de Hoechst.

En outre, la localisation subcellulaire des molécules d’adhérence comme la VE-, la N-
cadhérine et la protéine PECAM a été analysée dans ce modele en immunoflurescence. Le
marquage de la VE-cadhérine et de PECAM s’observe aux contacts intercellulaires (voir fleches
blanches Figure 41 A). La N-cadhérine est localisée de maniére diffuse a la surface membranaire
(Cf. Figure 41 B). Les résultats d’'immunofluorescence montrent ainsi qu’au sein de ce modele,

ces protéines occupent la localisation subcellulaire attendue.
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PECAM VE-cadhérine

N-cadhérine VE-cadhérine

Figure 41 : Localisation subcellulaire de marqueurs endothéliaux au sein du modele de
vacuolisation
Les cellules HUVECSs ont été placées dans un gel de collagene I. Apres 48 heures de culture en collagene, les cellules

ont été fixées, perméabilisées puis soit co-marquées avec des anticorps anti-VE-cadhérine ou anti-PECAM (A) soit
co-marquées avec des anticorps anti-VE- et -N-cadhérine (B). Leurs noyaux ont été colorés au bleu de Hoechst.

Les HUVECs sont des cellules endothéliales tout a fait adaptées pour le test de
vacuolisation. Elles forment spontanément des tubes endothéliaux qui posseédent une lumiere en
son centre. De plus, la localisation des molécules d’adhérences dans ce modele est la méme que
celle attendue. Egalement, la déficience en VE-cadhérine a un effet drastique sur 'organisation de
telles structures. La VE-cadhérine joue donc un rdle clé dans la formation des tubes
endothéliaux.

® Modele sphéroide

Le modele sphéroide présente de nombreuses similitudes avec le modéle des EBs issus
des cellules embryonnaires de souris, a la différence que les cellules utilisées, sont des cellules
endothéliales différenciées comme les cellules HUVECs. Ce modéle consiste en la formation
d’un sphéroide de cellules HUVECs dans un milieu semi-liquide. Ce sphéroide est placé dans une
matrice de collagéne | ce qui permet la formation de structures bourgeonnantes mimant
I'angiogenese.
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Les HUVECs placées dans une matrice inerte semi-liquide, s’aggrégent pour former une
structure compacte et sphérique contenant 1000 cellules (ou 3000 cellules dans certaines
expériences) (Cf. Figure 42 A).

A Sphéroides

Pas de nucléofection siRNA CTL siRNA VE-cadhérine

=

B Sphéroides aprés bourgeonnement

Pas de mlcl[ed:lon siRNA CTL siRNA VE-cadhérine

Figure 42 : Aspect des sphéroides d’HUVECs et des bougeons endothéliaux formés suite
a un traitement avec un siRNA VE-cadhérine

Les HUVECs sont laissées 24 heures dans une matrice de méthylcellulose permettant la formation des sphéroides et
observées sous un microscope inversé (A).
Ces sphéroides sont ensuite placés dans une matrice de collagene de type I. 48 heures apres, des clichés des
sphéroides en bourgeonnement sont pris sous un microscope inversé (B).

Placées en matrice de collagéne, les cellules des sphéroides peuvent migrer et former des
bourgeons endothéliaux (Cf. Figure 42 B). Les cellules HUVECSs sauvages ou traitées au SiRNA
contrdle forment des bourgeons endothéliaux longs et ramifiés (voir les fleches blanches). Méme
si les bourgeons endothéliaux, des HUVECs traitées au SiRNA controles, sont moins nombreux,
ils ont la méme morphologie que les bourgeons endothéliaux sauvages. Les bourgeons des
cellules déficientes en VE-cadhérines sont inexistants. Seules quelques cellules se regroupent et
forment des ébauches de bourgeons. La VE-cadhérine est indispensable a la formation de telles

structures au sein de ce modeéle.
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Ainsi, dans ce modele, les HUVECs sont aptes a former des structures angiogéniques. De
plus la VE-cadhérine semble participer activement a la formation de telles structures. Aux vues
des résultats, il est clair que ce modele est adapté pour I'analyse des phénotypes angiogéniques

des cellules exprimant une des 4 VE-cadhérine murines mutantes.

En paralléle a la mise en place des trois tests d’angiogenese in vitro, nous avons testé
I'efficacité de « rescue » de I'expression de la VE-cadhérine suite a I'extinction mis en place, la
faisabilité d’'une double transfection a été testée. Ainsi, les cellules ont été doublement
transféctées par le SIRNA VE-cadhérine et par un des plasmides contenant le cONA d’une VE-
cadhérine murine mutante. De plus, I'efficacité de cette double transfection a été étudiée. En
effet, il apparait primordial que les HUVECs aient des taux de transfection et d’expression des
protéines mutantes élevés. Ceci permettrait une analyse plus confortable des phénotypes
angiogéniques propres aux différentes VE-cadhérines mutantes exprimées.

b. Analyse de la double transfection : SiIRNA VE-cadhérine et VE-

cadhérines mutantes

Les HUVECS transfectées avec les différents cDNA codant les différentes VE-cadhérine
mutantes sont capables d’exprimer ces protéines. Ces protéines sont exportées a la membrane et
présentent une localisation membranaire et jonctionnelle (non montré). Par ailleurs, nous avons
montré que le SIRNA dirigé contre la VE-cadhérine endogéne des HUVECs est capable d’inhiber
I'expression de cette cadhérine (Cf. Figure 43). Ainsi, I'inhibition de la VE-cadhérine endogéne
et I'expression des différentes VE-cadhérines mutantes ont été testés (Cf. Figure 43 B). Les
résultats montrent que suite a ces doubles nucléofections, les HUVECs expriment les 4 VE-
cadhérines mutantes tout en n’exprimant plus de VE-cadhérine endogene suite au traitement au
siRNA VE-cadhérine. En effet, en absence de VE-cadhérine, toutes les protéines mutantes sont
synthétisées et exportées correctement a la membrane.

De plus, elles sont localisées au niveau des contacts interendothéliaux (voir les fleches
blanches). Cependant, la vue d’ensemble du tapis cellulaire a plus faible grossissement montre
que le taux d’expression de chaque VE-cadhérine mutante est extrémement bas. En effet, le taux
d’expression des VE-cadhérines murines mutantes atteint péniblement les 10 %. Méme si la
transfection des SiRNA VE-cadhérines touche la quasi-totalité des cellules, I'analyse des
phénotypes angiogéniques propres a chaque VE-cadhérine mutante semble trés fortement
compromise. De plus, en paralléle de ces résultats, I'analyse de la capacité migratoire des cellules
HUVECs, exprimant une des 4 VE-cadhérine et transfecté avec le siRNA, a été étudié dans le

modele de fermeture de blessure d’'une monocouche de cellule (non montré). Comme observé
-138 -



précedemment, au vu du nombre trés faible de cellules exprimant la VE-cadhérine murine
mutante, aucune conclusion n’a pu étre tiré, ce qui nous a encore plus conforté dans l'idée

d’abandonner cette technique de transfection.
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A Transfection siRNA seul
siRNA CTL siRNA VE-cadhérine

B Double transfection
VE-cadhérine VE-cadhérine
mutante endogéne

VE-cad-Myc

VE-cad-A-B-cat

VE-cad-N-cad-B-cat

N-cad EC/VE-cad IC

Figure 43 : L’inhibition de I’expression de la VE-cadhérine par les siRNA VE-cadhérine
n’empéche pas I'expression des différentes VE-cadhérine mutantes

Les cellules HUVECs ont été traitées au sSiRNA VE-cadhérine ou au siRNA contr6le (CTL). 24 heures apres la
transfection, les cellules sont fixées puis perméabilisées. Elles sont par la suite marquées avec un anticorps anti-VE-
cadhérine humaine (A). Les HUVECs ont été transfectées a la fois par une des constructions de VVE-cadhérine
mutante et par le SIRNA VE-cadhérine. 48 heures apres la transfection, les cellules sont fixées puis perméabilisées.
Elles sont par la suite co-marquées avec un anticorps anti-VE-cadhérine humaine (violet) et avec un anticorps anti-

VE-cadhérine murine (en rouge) (B).
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5. Discussion et perspectives

Analyse des modeles d’angiogenése in vitro

Dans un premier temps, nous avons mis au point trois modeles d’angiogenése in vitro
représentés par le modéle sphéroide bourgeonnant, le modele matrigel et le modele de
vacuolisation. Pour chacun des modeéles analysés, le phénotype angiogénique déficient en VE-
cadhérine a été analysé. Tout d’abord, comme l'avaient montré Korff et Augustin, (Korff and
Augustin, 1998) (Korff and Augustin, 1999), les HUVECs peuvent former des sphéroides qui
bourgeonnent une fois placés dans une matrice de collagéne I. De plus, la VE-cadhérine semble
étre essentielle pour la formation des bourgeons endothéliaux. Les résultats obtenus dans ce
modele sont semblables & ceux publiés dans le modéle de différenciation a partir des cellules ES
(Vittet et al., 1997).

Depuis de nombreuses années, le matrigel représente un test d’angiogenese in vitro de
référence. Les cellules HUVECs, placées dans cette matrice, forment spontanément des
structures précapillaires (Maheshwari et al., 1991). L'équipe de Imamura a montré le réle clé de la
VE-cadhérine dans I'organisation des structures précapillaires (Matsuyoshi et al., 1997). En effet,
les anticorps dirigés contre le domaine EC-1 de la VE-cadhérine bloquent la formation de telles
structures. Nous avons également mis en évidence de tels résultats en constatant que I'absence de
VE-cadhérine provoquait une désorganisation des structures capillaires.

Enfin, la formation de la lumiére endothéliale peut étre analysée dans un modele de
vacuolisation en collagéne I. Une étude précédente a clairement montré que la VE-cadhérine
participait a la fusion de petites vacuoles, en vacuoles plus grosses. Ceci car l'utilisation
d’anticorps dirigés contre la VE-cadhérine bloquait la fusion des petites vacuoles, et donc
bloquait la formation de la lumiére endothéliale (Yang et al., 1999).

Notre étude a permis de montrer un tel phénomene dans des HUVECs déficientes en
VE-cadhérine. Ainsi, la VE-cadhérine serait impliquée dans la fusion vacuolaire. Par ailleurs,
I'étude de la localisation de la VE-, de la N-cadhérine, et de PECAM a montré que ces protéines
présentaient des localisations attendues. Ainsi, pour les 3 modeles testés, I'absence de VE-
cadhérine bloquerait la formation de structures angiogéniques.

Analyse des cellules doublement transfectées.

Dans un second temps, nous avons analysé I'expression des VE-cadhérine mutantes au
sein des HUVECs. Des études préliminaires réalisées au cours du DEA de Stella Oun, avaient
montré que les 4 VE-cadhérine mutantes étaient exprimées de maniere équivalente et se
transloquaient correctement a la jonction intercellulaire des cellules CHO (résultats non montrés).

Nos expériences ont montré des résultats semblables et ceci dans des cellules endothéliales
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HUVECs. En effet, les VE-cadhérine mutantes exprimées dans des cellules HUVECs se
placaient aux contacts interendothéliaux (non montrés). De plus, nous avons mis en évidence
qu'il était possible de transfecter les HUVECs avec deux molécules : le plasmide pcDNA3.1
codant pour une des quatre VE-cadhérine et le siRNA contrdle, ou dirigé contre la VE-
cadhérine. Ces cellules pouvaient ainsi a la fois exprimer une des quatre VE-cadhérine mutantes
tout en ayant I'expression pour la VE-cadhérine endogene régulée négativement suite au
traitement au siRNA. Egalement, nous avons montré que la localisation des 4 VE-cadhérines
mutantes n’était pas perturbée par le sSIRNA VE-cadhérine puisqu’elles étaient toujours localisées
a la jonction.

Néanmoins, bien que la quasi-totalité¢ des cellules aient recu le siRNA, les cellules
exprimant la VE-cadhérine mutante sont trop peu nombreuses pour que l'analyse de leur
phénotype angiogénique ait pu étre réalisé et soit interprétable. Ces différences d’expression
pourraient étre expliquées par la taille des molécules transfectées. En effet, le SIRNA est une tres
petite molécule. Il peut ainsi passer allégrement les pores membranaires formés au cours de la
nucléofection. Le plasmide contenant le cDNA les constructions des VE-cadhérine mutantes est
une molécule beaucoup plus grosse. Cette taille importante constituerait un obstacle pour le
passage au travers des pores. Ainsi, trés peu de cellules recevraient le plasmide.

Afin de continuer cette étude, la méthode de transfection devra étre modifiée. La
transduction virale par rétrovirus ou lentivirus semblerait étre la technique la plus adaptée pour
augmenter le taux de transfection, puisque chaque particule virale peut cibler une cellule. De plus,
le génome contenu dans la particule virale peut s’insérer directement dans le génome de la cellule
hote. Ceci permettrait alors une expression du gene d’intérét a plus long terme. Le plasmide
pcDNA3.1 contenant les cDNAs devrait néanmoins étre changé car il n’est pas un plasmide
adapté pour la transduction virale. Malheureusement, faute de temps, nous n’avons pu changer
de stratégie de transfection.
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I1. Régulation de I'expression de la protéine PECAM par la
VE-cadhérine.

1. Contexte scientifique

Au cours de I'étude portant sur la délocalisation de la N-cadhérine des jonctions par la
VE-cadhérine, nous avons utilisé un modéle de différenciation cellulaire issu des cellules ES
(modele de corps embryoides, EB). Le modeéle EB est un modele tout a fait interessant qui
posséde de nombreux avantages. Il permet notamment d’étudier des cellules dont le génotype est
modifié, et donc d’analyser les conséquences de I'extinction des génes connus pour étre impliqués
dans le développement vasculaire.

Dans ce contexte, notre laboratoire dispose de cellules ES dont les deux alleles de la VE-
cadhérine sont invalidés (Vittet et al., 1997). Ces cellules, placées dans une matrice inerte de
methylcellulose et en présence de facteurs de croissance, forment des EB contenant 10 a 20% de
cellules exprimant des marqueurs endothéliaux. PECAM, ou CD31, sont des marqueurs de choix
pour analyser la différenciation endothéliale. En étudiant les EB formés a partir de cellules ES
déficientes en VE-cadhérine, nous nous sommes apercus que l'expression de PECAM était
fortement inhibée. Nous avons ainsi étudié ce mécanisme de régulation. Tout d’abord, nous
avons analysé la quantité de protéine PECAM et le taux d’ARNm de PECAM au cours d’'une
cinétique de différenciation des EB. Les résultats indiquent que I'absence de VE-cadhérine induit
une la régulation négative de la transcription des ARNm correspondants 8 PECAM. Nous nous
sommes également intéressés aux mécanismes moléculaires de cette régulation d’expression,
notamment en analysant une possible régulation épigénétique du gene PECAM. Nous avons
voulu également étudier ce mécanisme dans un modele cellulaire déja différencié : le modele
HUVEC.

2. Matériel et méthodes

Anticorps utilisés

Pour les expériences de western-blot et les expériences d'immunofluorescence, les
protéines murines ont été révélées grace aux anticorps anti-VE-cadhérine de lapin (anticorps
polyclonal dirigé contre un peptide de la partie C-terminale de la molécule), anti-VE-cadhérine de
rat (clone «11D4.1» BD Pharmingen), anti-N-cadhérine de souris (clone «3B9», Zymed
Laboratories), anti-N-cadhérine de souris (clone «32», BD Pharmingen) anti-PECAM-1 de
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souris (R&D Systems), anti-PECAM de rat (hybridome de rat « Mec-13 »), anti-histone H3
acétylé () et anti-p-tubuline de souris (Sigma).

Les protéines humaines ont été détectées grace aux anticorps anti-VE-cadhérine de souris
(« BV9»), anti-PECAM-1 de chévre («<M-20», Santa Cruz Biotechnology) et anti-B-actine de

souris (clone « AC-15 », Sigma).

Culture des cellules ES et HUVEC
Les cellules ES de type sauvage (CJ7) ou dont les deux alleles pour la VE-cadhérine ont

été invalidés (VE-/-), sont cultivés sur boites recouvertes par de la gélatine 0,1% et cultivées dans
du milieu DMEM supplémenté par 15% de SVF, 1% d’acides aminés non essentiels, 1%
d’ATAM, 0,45 mM de monothioglycérol (MTG) et de 1000 U/ml de Leukemia inhibitory factor
(LIF) permettant de maintenair ces cellules dans un stade indifférencié.

Les HUVECs sont cultivées et transfectées par les SIRNA de la méme maniére que dans
la partie : « matériel et méthode » (partie résultat, 1, B, 3, a (p92))

Différenciation des EBs

La différenciation des cellules ES est initiée par I'ensencement de 2000 cellules en
suspension dans un gel semi-solide de méthylcellulose a 2% préparé dans de I'iscove (IMDM),
supplémenté par 15% de SVF, 10 pg/ml d’insuline, 50 U/ml de pénicilline, 50 pg/ml de
streptomycine, 0,45 mM de MTG, et des fateurs de croissances angiogéne (VEGF 50 ng/ml,
FGF, 100 ng/ml).

Apreés 3, 5, 7, 10 jours de différenciation, les EBs sont récoltés dans du PBS 1X, puis lysés
pendant 20 min sur glace par un tampon de lyse (Tris-HCI 10 mM pH 7,4) contenant 150 mM de
NaCl, 1% de NP-40, 1% de triton X-100, ImM d’EDTA et un cocktail d’'inhibiteur de protéases
(Roche). Le lysat cellulaire est centrifugé a 14000 trs/min pendant 20 min & 4°C. Le surnageant
est dosé par le kit MicroBCA (Pierce).

Extraction des ARN et PCR gquantitative des EBs
Les ARN totaux sont extraits grace au kit « Nucleospin RNA 11 kit » (Macherey-Nagel).

Les EBs dissocies sont filtrés au travers d’'une membrane de silicate contenue dans un des filtres
du kit Nucleospin. Aprés dessalement et traitement a la DNAse I, les ARN totaux pures sont
élués dans de l'eau. La concentration d’ARN est déterminée par un spectrophotomeétre
(bioPhotométre, Eppendorf).

La PCR quantitative est réalisée grace a un LightCycler (Roche Diagnostics) et grace a
I'utilisation d’un mix PCR prét a étre utilisé « FastStart DNA master SYBR Green | » (Roche
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Diangnostics), selon le protocole fourni par le fournisseur. Les ADNc sont amplifiés dans une
réaction de PCR contenant un volume total de 20 ul avec des amorces spécifiques pour flk-1, tie-
1 et PECAM et des amorces spécifiques pour la déhydrogénase phosphate glycéraldéhyde
(GAPDH). L'amplification des ADNC est réalisée grace a une pré-incubation & 95°C pendant 10
min, suivie de 45 cycles se déroulant de la maniére suivante : 10 sec a 95°C, 10 sec a 58°C et 15
sec & 72°C. A partir des produits PCR issus de chaque paire d’amorce, une courbe de fusion est
établie puis analysée. L’expression des génes est normalisée en utilisant les valeurs obtenues pour
le gene de ménage : GAPDH. Les calculs sont réalisés suivant le manuel du fournisseur en
utilisant le programme de quantication relative : « Relquant » du LightCycler (Roche Diagnostics)

Les amorces utilisés (Invitrogen) sont les suivantes :

Flk-1 :
mFIlk-1 S1254 ; 5-TGTCCGAGTTCACACAAAGC-3’
mFIk-1 AS1496 ; 5-TTGGTGAGGATGACCGTGTA-3'
tie-1:
tie 1 S31 5-GGCAGCTTCCAGAGTATGGT-3’
tie 1 AS133 5-TGGCCAGCAATGTTAAGTCA-3
PECAM-1;

mPECAM S§211 5-TGAATGGGCAGCAACTGA-3
MPECAM AS475 5-GTCACCTTGGGCTTGGATAC-3

VE-cadhérine
mVe-cad P53 S 5-GGACAGACTGCAGRGGAGAG-3’

mVe-cad P41 AS 5-TCTCTTCATCGATGTGCATT-3

Traitement des EBs par la trichostatine A.

Apres 7 jours de différenciation, une solution d’'IMDM (Invitrogen) contenant de la TSA
(Sigma) est ajoutée au milieu de culture des EBs des deux différents génotypes, de maniéere a
obtenir une concentration finale de TSA de 32 nmol/L. Au bout de 3 heures de traitement, les
EBs sont récoltés et lavés dans du PBS 1X.

Les EBs sont ensuite lyses a 4°C pendant 20 min par une solution de lyse (Tris 20 mM pH 7,4)
contenant 1% de SDS, 150 mM de NaCl, 10 mM d’EDTA et un cocktail d’'inhibiteurs de
protéases (Roche).
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Les lysats cellulaires sont centrifugés a 14000 trs/min pendant 20 min a 4°C. Les surnageants
sont dosés par le kit MicroBCA (Pierce). Pour les histones acétylés, 5 pg de protéines sont
déposeés sur gel de polyacrylamide. Pour I'analyse de la protéine PECAM et la tubuline, 50 pg de

protéines sont déposes sur gel de polyacrylamide.

Adhérence des EBs
Apreés 6 jours de différenciation en milieu liquide, les EBs formés sont récoltés et déposés
sur des boites de culture cellulaire recouvertes de gélatine (1%). Les EBs sont, soit analysés en

immunofluorescence, soit en western-blot aprés 1, 2 ou 3 jours d’adhérence selon les protocoles

classiques.

3. Résultats

a. Etude dans un modeéle de différenciation endothéliale dérivée des

cellules ES.

& Analyse protéique

Afin d’étudier le contr6le de I'expression de PECAM au cours du développement, une
cinétique de différenciation a été réalisée a partir d’EBs issus de cellules souches embryonnaires
sauvages ou déficientes en VE-cadhérine (Cf. Figure 44).
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Nombre de jours de différenciation:
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Figure 44 : L’absence de VE-cadhérine régule négativement I'expression de PECAM.

Les cellules souches embryonnaires de souris sauvages (WT) ou déficientes en VE-cadhérine (VE -/-) ont été mises
en différenciation en méthylcellulose en présence de facteur de croissance (VEGF et FGF). Les corps embryoides
ainsi formés ont été récoltés au bout de 3, 5, 7, 10 jours de différenciation, lysés et 50 ug de protéines ont été
analysées par western blot avec des anticorps anti-PECAM, anti-VE-cadhérine, anti-N-cadhérine et anti-tubuline qui
permet de normaliser la quantité de protéines déposés sur un gel.

Les résultats montrent que dans ce systeme de différenciation, la protéine PECAM n’est
pas détectée a J5, alors que la VE-cadhérine est déja présente. La N-cadhérine, quant a elle, est
exprimée plus précocément (a partir de J3). Cette quantité de N-cadhérine est sensiblement la
méme tout au long de la différenciation dans les deux génotypes et représente donc un contrdle
interne Apres 7 jours de différenciation, les cellules déficientes en VE-cadhérine présentent une
diminution de la quantité de protéine PECAM comme le montre la bande de tres faible intensité
correspondant a PECAM. Une analyse densitométrique a permis d’établir une baisse de la
quantité de PECAM de 70% dans le phénotype déficient en VE-cadhérine comparé au
phénotype sauvage. Cette diminution est également observée a des stades de développement plus
tardifs (10 jours). De plus, de tels résultats ont été obtenus dans d’autres clones d’ES (sauvages
ou déficients en VE-cadhérine), tous différenciés dans les mémes conditions. Ces résultats
indiquent clairement que la déficience en VE-cadhérine a une influence négative sur le niveau
d’expression de la protéine PECAM. Curieusement, une étude précédente avait montré, par
cytométrie de flux, que le nombre de cellules positives pour le marquage PECAM était
sensiblement le méme pour les deux génotypes (Vittet et al., 1997) permettant de supposer que la
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déficience en VE-cadhérine n’affectait pas la différenciation endothéliale. Dans ce contexte, nos
résultats sont surprenants, mais strictement reproductibles. Par conséquent, nous supposons que
le niveau d’expression de la protéine PECAM, dans chacune des cellules endothéliales, est
considérablement affecté, méme si la vasculogenese se déroule normalement. Pour cela, nous
avons analysé le niveau d’ARNm codant pour PECAM dans les deux génotypes.

®Analyse des ARNm PECAM

Afin de déterminer si la diminution de la détection de la protéine PECAM est due a un
défaut de transcription, des PCRs quantitatives ont été realisées a partir des ARNm PECAM (Cf.
Figure 45). Au cours de cette étude, Mme Prandini Marie-Héléne s’est chargée de réaliser les
PCRs quantitatives.
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Figure 45 : La déficience en VE-cadhérine induit une baisse des ARNm codant pour la
protéine endothéliale PECAM (CD31)

Les corps embryoides sauvages (WT) ou déficients en VE-cadhérine (VE -/-) ont été collectés avant la
différenciation (J0) et aprés 3, 5, 7, 11 jours de différenciation (J3, J5, J7, J11) en présence de VEGF et de FGF. Les
ARNmM ont été extraits puis analysés par PCR quantitative a I'aide d’un light cycler. Les résultats sont exprimés en
expression relative standardisées par le gene de ménage : gadph. Les étoiles indiquent les différences statistiquement
significatives entre les EB sauvages et déficients en VE-cadhérine.

Comme attendues, les cellules déficientes en VE-cadhérine ne synthétisent pas d’ARNm
correspondant a la VE-cadhérine. Par contre, les ARNm correspondant a la VE-cadhérine des
cellules sauvages apparaissent a J5 et augmentent progressivement jusqu'a J11 de
développement. Dans les EBs sauvages, les ARNm PECAM sont détéctés dans les cellules ES
non différenciées (JO). Il est classique qu’une autre isoforme de PECAM soit exprimée dans ces
cellules. L'expression de CD31 diminue au troisieme jour de développement. L’expression de la

- 148 -




protéine PECAM endothéliale augmente par la suite progressivement. Les ARNm PECAM des
EB déficients en VE-cadhérine présentent une cinétique assez similaire, cependant la quantité des
ARNmM est tres fortement diminuée. En effet, a J11, la diminution de la quantit¢ d’ARNm
PECAM est de 80%. L’absence de VE-cadhérine induit donc une diminution drastique des
ARNmM PECAM. Ceci laisse supposer que cette cadhérine régule la quantité de PECAM au
travers d’une régulation transcriptionnelle du géne PECAM, ou au travers d’une régulation de la
stabilité de cet ARNm.

Afin de savoir si I'activité régulatrice de la VE-cadhérine se limitait et était spécifique de
PECAM, les ARNm d’autres genes endothéliaux ont été analysés. Ainsi, les ARNm du récepteur
2 au VEGF (Flk-1) et les ARNm du récepteur Tie-1 ont été analysés (Cf. Figure 46). En absence
de VE-cadhérine, une diminution significative de I'expression de ces genes est également
observée. L'ensemble de ces résultats montre que la déficience en VE-cadhérine induit une
régulation négative du niveau de transcription de plusieurs génes endothéliaux.

Ainsi, nos résultats suggerent que la VE-cadhérine gouverne et régule I'expression des
genes endothéliaux. Afin de comprendre comment la VE-cadhérine régule cette expression, nous

avons cherché a identifier les mécanismes de régulation de cette expression.
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Figure 46 : La déficience en VE-cadhérine induit une baisse des ARNm codant les
endothéliales Tie-1 et Flk-1

Les corps embryoides sauvages (WT) ou déficients en VE-cadhérine (VE -/-) ont été collectés avant la
différenciation (J0) et a 3, 5, 7, 11 jours de différenciation (J3, J5, J7, J11). Les ARNm ont été extraits puis analysés
par PCR quantitative a I'aide d'un light cycler. Les résultats sont exprimés en expressions relatives standardisées par
le géne de ménage : gadph. Les étoiles indiquent les différences statistiquement significatives entre les EB sauvages et
déficients en VE-cadhérine.

& Etude du mécanisme de régulation

e Analyse épigénétique de I'expression de PECAM

Le mécanisme, par lequel la déficience en VE-cadhérine peut moduler I'expression de la
protéine PECAM, a été étudié. Il est connu que I'expression des génes peut étre régulée par des
mécanismes épigenétiques faisant intervenir des modifications de I'organisation de la chromatine
(Ribatti et al., 2009) (Matouk and Marsden, 2008) (1lli et al., 2005). Ainsi, I'acétylation est connue
pour rendre active des régions transcriptionellement silencieuses. Une étude en particulier a
montré que de tels mécanismes pouvaient étre mis en jeu au cours de la différenciation des
cellules ES (llli et al., 2005) en cellules cardiaques. Nous avons ainsi voulu analyser si la régulation
de I'expression de PECAM par la VE-cadhérine passait par une régulation épigénétique du géne
PECAM. En particulier, une modification du niveau d’acétylation des histones pourrait
éventuellement corréler avec une modification du niveau d’expression de PECAM. Basée sur ce
principe, la quantification de la protéine PECAM, suite a I'inhibition des histones desacétylases
(HDAC) par un traitement a la tricostatine A (TSA) a éte réalisée. Cette molécule inhibe I'activité
des HDAC S, et permet le maintien voir 'augmentation de I'état acétylé de la chromatine. La
quantité de protéine PECAM a été analysée en western blot suite au traitement a la TSA (Cf.
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Figure 47 ). Comme déja mentionné, en absence de traitement, les EBs sauvages présentent une
quantité de protéines PECAM beaucoup plus élevée que les EBs déficients en VE-cadhérine.

o . - PECAM
Histones acétylés
10 i

50 Actine

Figure 47 : La régulation de I'’expression de PECAM par la VE-cadhérine n’est pas
corrélée au niveau d’acétylation des histones

Aprés 7 jours de différenciation, les corps embryoides (EB) sauvages (WT) ou déficients en VE-cadhérine (VE-/-)
sont traités avec de la Trichostatine A (32 mmol/L) pendant 3 heures puis lysés. Les protéines sont dosées et 5 pg de
protéines sont séparés sur gel. Les protéines sont révélées grace a des anticorps dirigés spécifiquement contre la
protéine PECAM, les histones H3 acétylés, ou I'actine qui permet de normaliser la quantité de protéines.

Le signal correspondant a la bande de la protéine PECAM au sein du corps embryoide
déficient en VE-cadhérine est méme difficile a distinguer. Le traitement a la TSA induit bien une
augmentation de I'acétylation des histones et ceci dans les deux génotypes. Cette observation
montre que le traitement a été efficace et que la chromatine se trouve dans un état différent que
la chromatine non traitée. Cependant, la figure 46 montre que ce traitement ne Iéve en aucun cas
l'inhibition d’expression de PECAM en absence de VE-cadhérine. En effet, I'expression de
PECAM est a peine détectable que les EB aient été traités ou non a la TSA. Ces résultats
montrent que la régulation de I'expression de PECAM est dépendante de la VE-cadhérine mais

n'implique pas de variation d’acétylation des histones comme mécanisme de régulation.
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¢ Influence de I'adhérence a la MEC sur la régulation de I’expression de
PECAM

Afin de faciliter les conditions de travail a partir des EBs et notamment de pouvoir faire
subir différents traitements aux cellules en différenciation, nous avons par la suite cultivés ces
cellules en conditions liquides puis fait adhérer les EBs sur une matrice extracellulaire constituée
de gélatine ou de collagéne 1V. L'adhérence des EBs a la matrice permet alors de réaliser des
marquages en immunoofluorescence, plus facilement analysable (Cf Figure 48).

VE-cadhérine

J6+11

J6+J2

Figure 48 : Localisation de la VE-cadhérine et de la protéine PECAM au sein de corps
embryoides sauvages (WT) ou déficients en VE-cadhérine (VE-cadhérine-/-) de 6 jours,
au bout de 1 (J6+J1), 2 (J6+J2) ou 3 (J6+J3) jours d’étalement
Les corps embryoides sauvages ou déficients en VE-cadhérine de 6 jours sont mis a adhérer sur boite gélatinée. Au

bout de 1, 2 ou 3 jours de culture, les corps étales sont fixés puis perméabilisés. Les cellules sont co-marquées avec
des anticorps anti-VE-cadhérine et anti-PECAM. Les noyaux ont été colorés au bleu de Hoechst.

Les EBs ont donc été marqués apres 1, 2 ou 3 jours d’'adhérence a la matrice, ce qui
permet de visualiser in situ, la proportion de cellules différenciées vers la voie endothéliale. On
distingue clairement que les cellules endothéliales de ce systeme coexpriment la VE-cadhérine et
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la protéine PECAM (voir fleches blanches) dans des structures qui s’organisent sous forme de
« bourgeons endothéliaux » aprés 3 jours de culture. Curieusement, cette technique ne mettait pas
en avant les différents niveaux d’expression de PECAM en présence ou non de VE-cadhérine.
On observe, en effet, un signal intense dans les cellules PECAM positives du génotype déficient
en VE-cadhérine aprés 2 ou 3 jours d’adhérence sur matrice (Cf. Figure 48).

Par conséquent, I'expression de PECAM a été de nouveau analysée dans les différentes
conditions de culture en western-blot (Cf Figure 49).
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Figure 49 : L’adhérence des cellules a la matrice extracellulaire semble étre impliquée
dans le mécanisme de régulation de I'expression de PECAM VE-cadhérine dépendante

Apreés 6 jours de différenciation, les corps embryoides sauvages ou mutants sont mis a adhérer dans des boites de

culture recouvertes de gélatine pendant 1, 2 et 3 jours. Ces corps étalés sont ensuite lysés et les protéines sont dosées

50 pg de protéine sont analysées sur gel. La protéine PECAM, la VE-cadhérine et la tubuline sont ensuite détectées

par des anticorps spécifiques. La tubuline constitue le témoin interne de I'expérience et permet la normalisation de la
quantité de protéines.

De maniére spéctaculaire, on observe que I'inhibition d’expression de PECAM observée a
J1 dans les cellules déficientes en VE-cadhérine est totalement levée aprés 2 ou 3 jours
d’adhérence sur la MEC. Par conséquent, le phénotype observé est totalement dépendant d’une
culture en trois dimensions puisque I'inhibition de PECAM des cellules déficientes en VE-
cadhérine n’est observée que dans des EBs cultivés en milieu semi-solide ou en milieu liquide
(non montré). On peut des lors suggérer que ce n'est pas I'absence de VE-cadhérine qui diminue
PECAM, mais l'absence d’'un signal d’adhérence qui engagerait des voies de signalisation
communes entre cadhérine et intégrine. Ainsi, I'engagement des intégrines pourrait suppléer a
I'absence de VE-cadhérine.
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Afin d’'infirmer ou confirmer ces hypotheses, nous avons procédé a des analyses in vivo
dans des embryons de souris déficients ou non en VE-cadhérine. Cependant, nous nous sommes
heurtés a de nombreux problémes techniques (difficulté d’obtention de grandes quantités
d’embryons déficients pour I'analyse biochimique, manque de reproductibilité des résultats de
PCR quantitative) qui ne nous ont pas permis de conclure de maniére fiable quant a la possible
régulation de I'expression de PECAM par la VE-cadhérine.

Par conséquent, nous avons analysé une régulation potentielle similaire dans un autre
modele cellulaire : les HUVECs.

b. Expression de PECAM dans des HUVECs déficientes en VE-
cadhérine.

Afin de confirmer, dans un autre modele cellulaire, que la VE-cadhérine est une protéine
régulatrice du taux de PECAM, cette derniére a été analysée apres extinction de la VE-cadhérine
par des SiRNA dans des HUVECs (Cf. Figure 50). Comparée au SiRNA contréle, le traitement
au siRNA VE-cadhérine réprime bien I'expression de cette cadhérine. Contrairement a ce qui a
était observé dans les EBs déficients en VE-cadhérine, I'inhibition de I'expression de la VE-
cadhérine ne conduit pas a une extinction mais plutdét a une augmentation de I'expression de la
PECAM. Ces résultats ont pu étre reproduits 2 fois.
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Figure 50 : L’inhibition de I’expression de la VE-cadhérine dans les HUVECs régule
positivement I'expression de la protéine PECAM
Les cellules HUVECs ont été tranfectées avec un siRNA contrdle (CTL) ou bien avec un siRNA VE-cadhérine. 24

heures aprés la transfection, les cellules ont été lysées, les protéines quantifiées. 10 ug de protéines ont été analysées
sur gel de polyacrylamide. La VE-cadhérine, PECAM et I'actine ont été révélées grace a des anticorps spécifiques.

L’actine a permis de normaliser la quantité de protéines déposée dans chacun des puits.

Ainsi, contrairement aux cellules endothéliales des EB, dans les cellules endothéliales
matures et adhérentes, la VE-cadhérine régulerait négativement I'expression de la protéine

PECAM. Les cellules HUVECSs présentent donc un autre systéme de régulation de I'expression
de PECAM différent de celui des EBs.
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4. Discussion et perspectives

Expression de PECAM au cours du développement

De maniere inattendue, suite a I'analyse de marqueurs protéiques exprimés dans des EBs,
nous avons ainsi mis en évidence que la VE-cadhérine pouvait réguler le niveau d’expression de
la protéine PECAM. Le modeéle de différenciation cellulaire dérivé des cellules ES est
particulierement intéressant notamment pour étudier 'importance de certains génes au cours du
développement vasculaire. En effet, ce modéle récapitule parfaitement les étapes clés du
développement vasculaire. Dans un premier temps, la formation du corps embryoide a partir de
cellules souches embryonnaires murines permet la différenciation de progéniteurs endothéliaux et
permet ainsi de récapituler les étapes de la vasculogenése. La formation de bourgeons
endothéliaux a partir du corps embryoide mime les processus spécifiques de I'angiogenese. Nous
avons montré que dans ce modele, I'invalidation de la VE-cadhérine était corrélée a une
diminution tres significative du niveau d’expression d’une autre molécule d’adhérence: la
protéine PECAM. Comme I'avait montré une étude précédente, la déficience en VE-cadhérine ne
bloque pas la différenciation endothéliale des cellules souches embryonnaires puisque le nombre
de cellules endothéliales des deux génotypes est sensiblement le méme (Vittet et al., 1997).
Cependant, cette étude était peu quantitative dans la mesure ou elle n’analysait pas le niveau
d’expression des genes endothéliaux mais plutét la présence de cellules différenciées en présence
des facteurs de croissances adéquats. La régulation de I'expression s’expliquerait donc par une
baisse globale du taux de protéine PECAM a la surface de la cellule. De plus, le taux de PECAM
a été également analysé dans des EBs déficients en VE-cadhérine formés a partir de différents
clones de cellules ES (non montré). Ces EBs ont tous présenté une régulation négative de
I'expression de PECAM suggérant que ce mécanisme n’est pas spécifique a un clone particulier.
Des analyses par PCRs quantitatives ont montré que cette régulation passait par une régulation
transcriptionelle du géne PECAM. En effet, en absence de VE-cadhérine, la quantité des ARNm
PECAM est fortement diminuée. En outre, il semblerait de la déficience en VE-cadhérine touche
I'expression d’autres genes endothéliaux comme Flk-1 et Tie-1. Nous n’avons cependant pas pu
confirmer ces résultats au niveau protéique car nous ne disposons pas d’anticorps efficaces en

western-blot contre ces protéines.

Dans un second temps, nous avons voulu décrypter le mécanisme moléculaire
responsable de cette régulation. Peu de choses concernant la régulation de I'expression de
PECAM sont actuellement connues. Nous avons alors analysé cette régulation dans le cadre
d’'une régulation de [I'expression globale des génes caractérisée par des modifications

épigénétiques de la chromatine. Des études précédentes ont déja montré que I'expression de
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certains genes endothéliaux comme le gene codant pour I'enzyme de synthése de I'oxyde nitrique
endothélial (eNOS) (Gan et al., 2005), pour le facteur de von Willebrand (Peng and Jahroudi,
2003) et pour la protéine notch4 (Wu et al., 2005) pouvait étre régulée par de telles modifications
chromatiniennes. Ces maodifications d’expression sont en fonction de I'état compacté de la
chromatine. En effet, il est connu que I'acétylation des histones H3 décompacte la chromatine ce
qui la rend alors plus accessible aux facteurs de transcription. Une autre étude a notamment
montré que des modifications de I'acétylation des histones de la chromatine, suite a un stress par
cisaillement laminaire, étaient corrélées a un engagement des cellules ES dans la voie de
différenciation cardiaque. Ces cellules exprimaient alors des marqueurs protéiques typiques des
cellules cardiaques (VEGFR-2, MEF2C (myocyte enhancer factor-2C, la protéine 22-o. du muscle
lisse et PECAM) (llli et al., 2005). Basé sur ces résultats, nous avons voulu montrer I'engagement
dans la voie de différenciation des cellules endothéliales et notamment la régulation de
I'expression de PECAM par des modifications de I'acétylation des histones. Notre étude a
montré que suite a I'inhibition des histones désacétylase aboutissant a une hyper-acétylation des
histones par de la TSA, la quantité de PECAM des EBs déficients en VE-cadhérine n’était pas
augmentée. La régulation de I'expression de PECAM, contrairement a certains génes
endothéliaux, ne peut s’expliquer par un défaut de compaction chromatinienne.

D’autres hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer les résultats obtenus. Il serait
possible que la VE-cadhérine puisse réguler le niveau d’activation du promoteur du gene
PECAM notamment en favorisant I'association des facteurs de transcription au promoteur. Tout
d’abord, le facteur de transcription Gata-2 a été caractérisé pour se lier préférentiellement au
promoteur PECAM et de cette maniére, activer la transcription du gene PECAM (Gumina et al.,
1997). La VE-cadhérine pourrait soit reguler le taux de Gata-2 ou bien réguler I'association de
Gata-2 au promoteur PECAM. Il serait donc interessant d’analyser a la fois le taux de Gata-2
dans des cellules endothéliales d’EBs déficientes de EBs et également la liaison de Gata-2 au
promoteur PECAM.

Un autre mécanisme de régulation VE-cadhérine-dépendant pourrait étre pressenti. En
effet, I'équipe de Dejana a montré que I'expression d’'une molécule des jonctions serrées: la
claudine-5, était dépendante de lactivité transcriptionelle du facteur de transcription FoxO-1
(Taddei et al., 2008) (Gavard and Gutkind, 2008). Or, I'activité transcriptionelle de ce facteur de
transcription est controlée précisément par la VE-cadhérine. Bien que I'association de FoxO-1 au
promoteur PECAM n’aie jamais été décrite, on pourrait cependant imaginer, comme pour la
claudine-5, que I'activité transcriptionelle de FoxO-1 soit contrdlée par la VE-cadhérine, et que ce
facteur de transcription puisse induire I'expression de PECAM. Comme pour Gata-2, nous
pourrions tout d’abord analyser, dans des EBs déficients ou non en VE-cadhérine, le taux de
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FoxO-1 et I'association de ce facteur de transcription au promoteur PECAM dans les EBs
déficients en VE-cadhérine.

Enfin, nous avons montré que ce n'est pas la VE-cadhérine elle-méme qui contr6le
I'expression de PECAM mais plutét I'adhérence a la MEC. En effet, lorsque I'on restaure
I'adhérence des cellules sur une MEC, linhibition d’expression de PECAM est levée. Ces
résultats peuvent apparaitre surprenants. Cependant, de nombreuses études ont mis en évidence
le dialogue croisé entre les molécules d’adhérence de la matrice extracellulaire de type intégrine et
les cadhérines. Ces deux types de molécule d’adhérence peuvent notamment emprunter des voies
de signalisation communes. La premiére voie commune pourrait étre représentée par la voie des
MAP kinases. Des études ont notamment montré que I'engagement des cadhérines entre elles (E-
et N-cadhérine) ainsi que I'interaction entre molécules d’intégrines endothéliales pouvaient activer
cette voie de signalisation aboutisant a une régulation de I'expression génique (Pece and Gutkind,
2000) (Lu and Krauss 2010) (Hulit et al., 2007; Sun et al., 2007). Par exemple, la voie des MAPKSs
activée par la N-cadhérine permet I'expression de la protéine MMP-9 (Hulit et al., 2007). Les
intégrines endothéliales induisent également I'expression de la protéine MMP-9 en passant par la
voie de signalisation des MAPK (Sun et al., 2007). Dans les EBs adhérants et déficients en VE-
cadhérine, nous pourrions imaginer que PECAM soit de nouveau exprimée grace a I'activation de
la voie MAPK aprés engagement des molécules d’intégrines. 1l serait donc intéressant d’étudier
I'état d’activation de cette voie en fonction de I'état adhérant des EB déficients en VE-cadhérine
en analysant notamment la forme active de la protéine MAPK c'est-a-dire sa forme phosphorylée.

La voie Wnt-R-caténine peut étre une autre voie de signalisation commune aux intégrines
et aux cadhérines. Une étude a mis en évidence le role clé des intégrines dans la voie de
signalisation Wnt-R-caténine permettant ainsi la formation du complexe nucléaire formé des
facteurs de transcription Tcf/Lef aboutissant a I'expression de MMP9 (Crampton et al., 2009).
Les cadhérines, grace a leur liaison a la R-caténine, font parties intégrantes de cette voie de
signalisation. Cependant, en séquestrant la [-caténine les cadhérines régulent négativement
I'expression des genes. L'expression de PECAM dans les EBs adhérents et déficients en VE-
cadhérine pourrait-elle s’expliquer par une activation de la voie Wnt-B-caténine, engendrée suite a
I'engagement des intégrines & la MEC ? Afin de répondre a cette question, nous pourrions
analyser I'activation de cette voie dans des EBs déficients en VE-cadhérine adhérents ou non en
se focalisant par exemple sur la translocation nucléaire de la 3-caténine ou la formation du
complexe transcriptionel nucléaire Tcf/Lef. Egalement, il serait, en paralléle, interessant
d’analyser I'interaction du complexe transcriptionel Tcf/Lef/R3-caténine au promoteur PECAM.

Néanmoins, la régulation négative de I'expression de PECAM en réponse a la déficience

en VE-cadhérine n’a pu étre mis en évidence dans les cellules endothéliales primaires en culture :
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les HUVECs. En effet, des résultats inverses dans ce modéle ont été obtenus. Ces cellules sont
cependant des cellules adhérentes. Dans l'idée que I'absence en VE-cadhérine et I'adhérence a la
MEC est un mécanisme pouvant réguler le taux d’expression de PECAM, nous avons essayé
d’analyser I'expression de PECAM dans des sphéroides d’HUVECs traités ou non par des siRNA
VE-cadhérine. Nous n’avons cependant pas obtenu de résultats tres concluants car aucune
différence du taux de PECAM n’a pu étre observé dans les deux types de sphéroides.

Ceci suggérerait que ce mécanisme est loin d’étre universel.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
GENERALES
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Au final, mon travail de thése a permis de montrer le réle déterminant de la VE-cadhérine
dans la régulation de I'organisation des molécules d’adhérence. Tout d’abord, des études avaient
montré que cette cadhérine, méme en présentant des caractéristiques structurelles communes a la
N-cadhérine, semblait posséder des différences fonctionnelles importantes. Mon travail de thése
a permis de confirmer ces constatations, en apportant toutefois de nouveaux éléments de
réponse.

Dans un premier temps, dans plusieurs modeles endothéliaux, le role clé de la VE-
cadhérine dans la régulation de la localisation de la N-cadhérine a été mis en évidence. En effet, la
localisation diffuse de la N-cadhérine et donc originale pour une cadhérine classique, est
strictement dépendante de la présence de la VE-cadhérine. De plus, I'association de la VE-
cadhérine a la caténine p120 est responsable de cette exclusion jonctionelle. Par ailleurs, nous
n'avons pas pu mettre en lumiére un rdle quelconque de la N-cadhérine au cours des étapes de la
formation de bourgeons endothéliaux, qu’elle soit engagée ou non dans la jonction adhérente. La
fonction angiogénique d'une cadhérine n’est donc pas forcément dle & sa localisation
jonctionelle. Au vue de nos résultats, la N-cadhérine semble donc jouer un réle différent de celui
de la VE-cadhérine au cours de I'angiogenese. La localisation jonctionelle de la N-cadhérine qui
semble étre corrélée a la fonction angiogénique particuliére, ne semble pas dépendre d’une
association différente aux caténines (a-, B-, y-caténine et p120), mais pourrait faire intervenir
d’autres partenaires cytoplasmiques comme par exemple des molécules impliquées dans des voies
de signalisation telles que SHP-2 ou la kinase Src. 1l serait donc intéressant d’analyser tous les
partenaires cytoplasmiques de la N-cadhérine jonctionelle ou non a laide d’'une étude
protéomique.

Notre étude a pu mettre en évidence pour la premiere fois I'association possible d’une
sous-population de VE-cahérine aux radeaux de cholestérol. La N-cadhérine jonctionelle ou non,
reste en dehors de telles structures. Contrairement aux cellules myoblastiques et aux cellules
epithéliales, dans les cellules endothéliales, une molécule d’adhérence jonctionelle endothéliale
n'est donc pas forcément enchassée aux radeaux lipidiques. Nous avons trouvé que la caténine
p120 s’associait préférentiellement a la VE-cadhérine des radeaux ce qui pourrait alors constituer
une plateforme de stabilité aux contact interendothéliaux. Nous pourrions approfondir I'analyse
de la VE-cadhérine associée aux radeaux, notamment en analysant les partenaires cytoplasmiques
préférentiels de cette sous-population de VE-cadhérine.

D’autre part, la VE-cadhérine est capable de réguler I'expression d’une autre molécule
d’adhérence non associée a des structures jonctionelles particuliéres : la protéine PECAM. Ceci a
été montré au cours du développement vasculaire dans un modele de différenciation in vitro issu

de cellules ES. Cette régulation ne s’arréte pas la et s'étend a des récepteurs a activité tyrosine
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kinase fondamentaux pour le développement vasculaire : Tie-2 et FIk-1. En effet, en absence de
VE-cadhérine le taux d’ARNm correspondant a PECAM, a Tie-2 et a Flk-1 est tres fortement
inhibé. Le mécanisme moléculaire permettant la régulation d’expression de ces génes ne semble
pas passer par des modifications épigénétiqgues notamment au niveau de l'acétylation des
histones. Nous n’avons donc pas pu mettre en évidence le mécanisme moléculaire exact
permettant d’expliquer ce niveau de régulation. Cependant, nous pourrions analyser le contréle
qu’excerce la VE-cadhérine sur des fateurs de transcription. Nous pourrions ainsi comprendre les
conséquences de la déficience en VE-cadhérine sur I'activation et I'association de facteurs de
transcription au promoteur du géne PECAM. Le taux et I'activation de Gata-2, connu pour étre
le facteur de transcription préférentiel du promoteur PECAM, pourrait étre étudié. FoxO-1
pourrait étre également analysé puisqu’il régule, sous le contréle de la VE-cadhérine, I'expression
d’'une molécule d’adhérence: la claudine-5 (Taddei et al., 2008). Comme pour Gata-2, nous
pourrions analyser et comparer, dans les EB sauvages ou déficients en VE-cadhérine, le taux de
FoxO-1 ainsi que sa liaison au promoteur du gene PECAM. Par ailleurs, nous avons montré que
I'engagement différentiel des molécules d’adhérence a la MEC pourrait constituer un mécanisme
de régulation surnuméraire de I'expression de PECAM. Il serait possible que I'engagement de
molécules d’adhérence a la MEC, comme les intégrines, puissent lever I'inhibition d’expression de
PECAM dans des EBs déficients en VE-cadhérine. Nous pourrions imaginer que cette adhérence
puisse engendrer I'activation de voies de signalisation communes aux cadhérine et aux intégrines
et aboutissant a I'expression des genes comme par exemple, la voie des MAPK et la voie Wnt.
Nous pourrions donc analyser le niveau d’activation de ces deux voies dans des EBs adhérents ou
non déficients en VE-cadhérine.
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Alice GENTIL DIT MAURIN

Propriétés différentielles de la VE- et de la N-cadhérine dans I'endothelium
vasculaire

L’intégrité de I'endothelium vasculaire est maintenue par des structures d’adhérence
jonctionelle, notamment les jonctions adhérentes, dont la VE-cadhérine est le constituant majeur.
Cette cadhérine est exclusivement exprimée dans les cellules endothéliales et joue un réle clé au
cours de la formation du plexus vasculaire. Les cellules endothéliales expriment également une
autre cadhérine : la N-cadhérine. Bien que possédant une forte homologie structurale avec la VE-
cadhérine, celle-ci possede une localisation subcellulaire originale pour une cadhérine classique
puisqu’elle est localisée de maniére diffuse au niveau de la membrane. Dans le développement
vasculaire, elle pourrait ainsi permettre le recrutement des cellules murales par I'endothelium
conduisant a la stabilisation du vaisseau.

Mon travail de thése a été d’analyser les propriétés différentielles de ces deux cadhérines
dans la cellule endothéliale ainsi que le mécanisme d’exclusion jonctionelle de la N-cadhérine.
Nous avons montré que la VE- et la N-cadhérine interagissent similairement a I'a- et a la f3-
caténine mais a l'inverse, p120 caténine lie préférentiellement la VE-cadhérine. Cette propriété
confere & la VE-cadhérine la capacité d’exclure la N-cadhérine de la jonction interendothéliale.
D’autre part, nous avons montré qu’une petite proportion de la VE-cadhérine est enchassée dans
des microdomaines riches en cholestérol : les radeaux lipidiques, a laquelle p120 est trés
fortement associée. Cette fraction pourrait représenter un pool de VE-cadhérine assurant la
stabilité de la jonction et le maintien de la force cohésive entre cellules endothéliales.

Nous avons également montré dans un modéle de différenciation cellulaire dérivé des
cellules ES murines (embryonic stem cell), que I'expression de la VE-cadhérine était nécessaire a
I'expression d’autres genes endothéliaux : PECAM, FIk-1 et Tie-1. La VE-cadhérine exercerait un
contr6le transcriptionel de I'expression de ces génes mais le mécanisme exact de régulation n'a
pas pu étre décrypteé.

L’ensemble de ce travail permet donc de montrer un autre visage de la VE-cadhérine dans
la biologie de I'endothelium qui serait de réguler des protéines-clé de I'endothelium.

Mots-clés :
Cellules endothéliales, VE-cadhérine, N-cadhérine, angiogenése, p120 caténine, radeaux
de cholestérol, PECAM.
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Differential properties of N- and VE-cadherin in vascular endothelium

Endothelium integrity is maintained by junctional adhesion structures, in particular
adherens junctions. Classical cadherins are the main molecule belonging to these structures. Two
classical cadherins are expressed in the endothelium. First, the vascular endothelial cadherin or
VE-cadherin is only expressed in endothelial cells and located to adherens junctions. Several
studies have shown that this molecule is strictly necessary during vascular development. The
second classical endothelial cadherin is represented by the neural cadherin or N-cadherin.
Contrary to classical cadherins, the endothelial N-cadherin shows diffuse location on the entirely
cell surface and interacts with mural cells for vessel stabilization. Moreover, its role in angiogenic
process is still debated.

The purpose of our study was to decipher the differential role of N- and VE-cadherin in
endothelial cells and during angiogenesis. We have shown that VE-cadherin was able to organize
and displace N-cadherin location on the cell surface. Moreover, VE-cadherin binding to p120
catenin is required for N-cadherin junctional exclusion. Furthermore, endothelial lipid rafts,
known to organize classical cadherin at the membrane, contain exclusively VE-cadherin, where it
specifically binds p120 catenin. So, this protein complex could form a platform that stabilizes
cadherin at the cell membrane and in the same way, strengthens intercellular interactions.

Also, we have found that three endothelial genes : PECAM, Flk-1 and Tie-2, could be
transcriptionally controlled by VE-cadherin in a ES cell-derived endothelial differential model.
We didn’t found this molecular mechanism but, a cross talk between the VE-cadherin dependant
PECAM regulation and adherens molecule to extracellular matrix is possible.

In the end, we characterized a new role of VE-cadherin. This adherent molecule might be
crucial to endothelium biology, especially in the control of important endothelial proteins.

Key words:
Endothelial cells, VE-cadherin, N-cadherin, angiogenese, p120 catenin, lipid raft,

PECAM.
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