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I. LE SYSTEME VASCULAIRE

Le systeme vasculaire comprend le cceur, les artkrgsartérioles, les capillaires, les
veines et les veinuled.a fonction primaire du systéme vasculaire est ltkaginer, par le
sang, I'oxygene et les nutriments indispensablefactionnement des tissus. Au sein d’'un
individu, le développement des vaisseaux sanguemsgt la croissance des organes et la
réparation des tissus. Pourtant, lorsque trop fogte stimulé, ce réseau nourricier autorise le
développement tumoral et la dissémination métastatiou, a l'inverse, lorsque trop peu
développé, il induit une dégénération tissulairespoir de développer des thérapies, ciblant
ce réseau vasculaire, a naturellement engendrdixaternieres années un formidable essor

des recherches dans ce domaine.

l.1. Généralités
Tout organe nécessite pour sa survie un approvisioent constant en oxygene et en
nutriments. Chez les animaux primitifs comme le @aenorhabditis elegangu la mouche
Drosophila melanogastei’oxygéne diffuse passivement dans tout I'orgargs Cependant,
la diffusion passive de I'oxygene dans les tissipermet pas aux organismes d’excéder 150
pum. L’apparition de vaisseaux sanguins au coursé&lltion a donc permis I'émergence
d’animaux de taille plus importante. Outre I'appsi@nnement constant en oxygene et en
nutriments, I'appareil circulatoire prend en chaFgeacuation des déchets métaboliques. Le
systeme vasculaire est également le support dispioain des systemes endocriniens et
immunitaires. Il joue aussi un réle central dansmo- et la thermorégulation.
Chez les vertébrés, il existe trois types de vaissesanguins : les arteres, les veines et les

capillaires, auxquels il faut ajouter les vaisselgaphatiques.

[.1.1. Les artéres

Les artéeres sont des gros vaisseaux qui partembelr et apportent le sang oxygéné aux
organes. Les arteres sont caractérisées par ueepf@ssion sanguine, qui impose une paroi
épaisse et musculeuse, et une circulation pulsatultat de la pulsation cardiaque. La
composante élastigue des arteres, d’abord majeri@i voisinage du cceur, diminue a
distance dans les organes et tissus au profit dmlahe musculaire. Cette particularité
permet d’absorber la pulsatilité de I'écoulememtgsan, qui devient parfaitement continu et

régulée a I'entrée dans les capillaires.
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|.1.2. Les veines

Les veines sont les vaisseaux sanguins qui raméneang au cceur. Elles sont caractérisées
par une faible pression sanguine. Le sang veineguule grace aux pressions environnantes
générées par le travail des muscles striés, et laveoncours de nombreuses valvules qui
constituent un mécanisme anti-reflux. L'une des@pales fonctions des veines est la
régulation du volume sanguin. En effet, les veidesla circulation systémique sont des
vaisseaux dits capacitifs, car elles peuvent canjaequ’a 70% du volume sanguin total.
Leur composante musculaire leur permet de mobitiserolume sanguin, ce qui a pour effet

d’augmenter le remplissage du cceur et le volumedtién systolique.

1.1.3. La microcirculation :

La microcirculation est caractérisée par une admanece organisée en unités fonctionnelles

artérioles, capillaires, veinules.

> Artérioles
Les artérioles primaires, de diametre compris ebfreet 120 um, se ramifient directement
depuis les arteres et sont innervées majoritairermpanles fibres nerveuses sympathiques.
Elles donnent progressivement naissance a degoltéde deuxieme, troisieme et quatrieme
ordre de distribution statistique, de diamétres5@90, 25-50 et 8-25 um, respectivement.
Les artérioles terminales, qui sont peu innerveest donner naissance aux méta-artérioles
débouchant soit sur le lit capillaire, soit direnent dans les veinules par un shunt de
jonction. Le réseau artériolaire a un réle impdrtdans la régulation locale de la perfusion
(vasomotricité) et de I'apport d’oxygene aux tissG&st un systeme resistif ou se réalise

I'essentiel du gradient de pression hydrostatiqtériaveineux.

» Capillaires

Les capillaires ont un diameétre de 3 a 10 um et parei trés fine (0,5 pm). Le réseau
capillaire assure l'essentiel des échanges entreetdeur intravasculaire et le secteur
interstitiel des organes par un mécanisme pasdififiesion simple permettant I'échange de
molécules. La densité capillaire est un élémenddomental de I'oxygénation tissulaire. Elle
est variable d’'un organe a l'autre : de 300 a 68fillaires par millimétre carré dans les

muscles périphériques a 2000 a 3500 dans le myachedir structure est composée d’'une
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simple couche de cellules endothéliales entouré@edmembrane basale et de fibres de
collagene sans cellules musculaires lisses. Coatngint aux veines, les capillaires ne
peuvent contenir qu’'un trés faible volume de sahtger section étroite produit une forte
résistance a I'écoulement sanguin. Les capillaissnt organisés en réseaux tres
interconnectes.

On distingue ainsi trois types de capillaires:

-Les capillaires continus :

La paroi des capillaires est composée d'une coudecellules endothéliales jointives
reposant sur une lame basale continue. Il exigiermkant d’étroites fentes entre les cellules
constituant des ouvertures potentielles. Ces eagl sont principalement retrouvés au
niveau des muscles, du tube digestif et des pouniianss le systéme nerveux central, ils ont
la particularité d’étre constitués de jonctionstylge occludens’endothélium constituant la
barriere hémato-encéphalique,

-Les capillaires fenétrés :

lls sont composés de cellules endothéliales repasa une lame basale continue et perforées
par de petits pores de diametre de 70 nm. Cedaiggsl sont importants dans les tissus ayant
de nombreux échanges moléculaires comme les mdéedéis glomérules rénaux, les plexus
choroides et des glandes exocrines et endocrines.

-Les capillaires discontinus ou sinusoides :

Les capillaires discontinus sont composés de esllehdothéliales possédant des ouvertures
transcytoplasmiques suffisamment larges pour lesgopes de protéines plasmatiques et
reposant sur une membrane basale discontinuenritgsincipalement retrouvés dans le foie,
la rate et la moelle osseuse.

-Les veinules :

Les veinules post-capillaires sont formées de uaioh de plusieurs capillaires dont la paroi
est fine, continue et dépourvue de cellules mugesldisses. Le diametre des veinules est
supérieur de 20% a celui des artérioles de ménre.dtette particularité leur permet d’étre le
siege d’échanges libres entre le plasma et ledlimderstitiel. Les veinules convergent en
veinules dites collectrices de diamétre supérieB® am et entourées de cellules musculaires

lisses.

I.1.4. Les vaisseaux lymphatiques

La fonction principale du systeme vasculaire lynijghee consiste a drainer de facon

unidirectionnelle ce fluide depuis les organes Margirculation sanguine. Les vaisseaux
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lymphatiques ont aussi pour fonction primordialed@fense immunitaire. En effet, des

bactéries, des virus, des cellules cancéreusesledescytes extravasés et des cellules
présentatrices d’antigéne peuvent se trouver danéseau lymphatique et étre ainsi éliminés.
La lymphe est filtrée par les ganglions lymphat&ugui concentrent de maniére favorable les
antigénes et les cellules de I'nmmunité pour inifi@ réponse immunitaire spécifique. Les

capillaires lymphatiques se distinguent des camasanguins par leur faible recouvrement
pericytaire, des extrémités fermées, un calibre ghand et plus irrégulier, une lame basale
tres discontinue ou absente, et des filaments thgecles reliant a la matrice extracellulaire,

prévenant ainsi le collapsus en cas de haute presgerstitielle.

|.2. Structure générale des vaisseaux sanguins
Les vaisseaux sanguins sont, en fait, constituéstrais tuniques morphologiquement
distinctes: I'intima, la média et I'adventice (Frgul). L'intima, couche la plus interne du
vaisseau est formée d’un tapis de cellules endatbglappelé endothélium vasculaire, qui est
un épithélium simple pavimenteux tapissant I'irgé@ride tous les vaisseaux par analogie avec
I'épithélium, monocouche cellulaire tapissant Eneur de tous les organes. L'endothélium
repose sur la lame basale, qui est une fine codehissu conjonctif. La média contient
exclusivement des cellules musculaires lisses (CktLdes constituants extracellulaires :
fibres élastiques, fibrilles d’élastine, faisceaiXibrilles de collagene, protéoglycanes. Cette
couche est tres variable selon les différents tbéres vasculaires, et la présence et
I'organisation aussi bien des fibres élastiques de® CML, varient selon la fonction des
vaisseaux. L’adventice, enveloppe conjonctive quitient les éléments nerveux du vaisseau,
est peu ou trés présente selon le type de vaisseauyénéral, elle est constituée de fibres de

collagéne et contient également quelques fibrediglees épaisses et des fibroblastes.

Constitution histologique des différents vaisseaux

Vasa vasorum

Nerve Tunica Adventice Meédia Intima

adventitia

External elastic |

membrane I Tunica Q
Smooth muscle | intima

Internal elastic | ]| 2 Coucne
= musculaire

membrane conionctir
| Tunica
media

Lamina propria
(smooth muscle
and connective
Endothelium tissue)

Basement
membrane

Figure 1: Schématisation de la paroi d'un vaisseau sanguin
D’apresittp://www.iav.ac.ma/veto/filveto/quides/phys/physinarmazine/imagecircul/Image9.pngt
http://www.rci.rutgers.edu/~uzwiak/AnatPhys/Bloodséels_files/image002.jpg
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l. 3. Développement du systeme vasculaire
Le systeme cardiovasculaire est le premier orgametibnnel qui se développe chez
I'embryon vertébré et qui est nécessaire a saesuha évolué pour assurer l'entretien de la
fonction d'échange gazeux, d’apport nutritifs etntevement de déchets métaboliques et
contribue au contrdle de température et de vadmtilaPlusieurs mécanismes génétiques et
épigénétiques sont impliqués dans le développerpentitif du systéme vasculaire. Les
événements coordonnés que sont de l'activatiorceiisles endothéliales conduisant a leur
prolifération, migration, alignement, formation tlébes, branchement et anastomoses sont
collectivement appelés morphogenése vasculair&@tssite deux processus successifs : la

vasculogenése et 'angiogenéBRésau, 1997)

[.3.1. La vasculogenese

On appelle " vasculogenése " les événements endgigoies initiaux de la spécification de
précurseurs endothéliaux (angioblastes) qui sérdificient et forment des tubules de cellules
endothéliales qui se réunissent en plexus vaseslgarimitifs. On peut distinguer la

vasculogeneése intra- et extra-embryonnaire.

» La vasculogenese intra-embryonnaire

Le développement vasculaire commence dans le gadlinviextra-embryonnaire, ou la
vasculogenése présente la particularité d‘étreitétnent associée aux premiers stades de
’hématopoiesé¢Risau, 1995) La vasculogenese consiste en la formation demipre
vaisseaux sanguins intra-embryonnaires et du pleassulaire primaire dans le sac vitellin.
Elle n'est pas forcément associée au développerhéntatopoiétique mais permet la
différenciation d’hémangioblastes qui s’assemblamir constituer les ébauches des aortes
dorsales et des veines cardinales, sans formatioeneodelage préalables d’'un plexus
capillaire primitif. La premiére description desogéniteurs endothéliaux ou angioblastes
revient & T. Asahara en 199&sahara, 1997)qui a montré que des cellules CD3dolées a
partir de sang périphérigue humain et ensemenadedsibsonectine étaient capables de
générer des cellules ayant des caractéristiquesigdes aux cellules endothéliales. En 1998,
dans un modeéle de transplantation chez le chiengl&erve la colonisation d’'une greffe en
Dacrorif par des cellules CD34d'origine médullaire(Shi, 1998) Leur phénotype est
caractérisé par la présence de trois marqueurs3&D34 et VEGFR-2, dont I'expression
est liee au degré de maturation : la migrationadedelle osseuse vers le sang s’accompagne

d’'une diminution de I'expression de CD133/CD34,@aequisition de marqueurs typiques de
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la lignée endothéliale (CD31, VE-cadhérine, fact@&illebrand, Endothelial Nitric Oxide
Synthetas¢eNOS), E-sélectingPeichev, 2000, Gehling, 2000)

» La vasculogenese extra-embryonnaire

Elle consiste en la formation de capillaires aipalt cellules endothéliales originaires de
cellules mesodermales et du plexus vasculaire|i®t@amnt que commencent les battements
du cceur. Le développement du réseau vasculairenti@ns organes issus de I'endoderme,
tels que le foie, le poumon, le pancréas, l'estdmtastin et la rate, se produit par

vasculogenése extra-embryonnaire.

[.3.2. L’'angiogenese

L’angiogenése est définie comme I'extension eelmodelage du réseau vasculaire primitif,
pour permettre son extension et sa réorganisatiamearbre vasculaire hierarchisé, optimisé
pour remplir des fonctions de conduction et d’égeanL’angiogenese peut se dérouler
suivant plusieurs modalités. Le réseau capillaiimifif est remodelé par des processus de
croissance, de différenciation et d'organisatioa plexus primitifs. Le bourgeonnement et

lintussusception sont les deux mécanismes paatntipu remodelage vasculaire.

> Le bourgeonnement :

Ce mécanisme consiste en |'activation de ces esllude qui entraine une dégradation de la
membrane basale et de la matrice extracellulavea@mante. Puis la migration orientée des
cellules endothéliales est suivie d'une phase fprative et d'une différenciation en une
structure de type capillaire pour former un réseasculaire. Cette angiogenese est
importante au cours de la vascularisation de tisstasculaires dans le systeme nerveux
central, le muscle squelettique et la croissanseulaire du corps jaune apres I'ovulation.
L’'angiogenése par bourgeonnement procede de maama®gue a la morphogenese des
tubes épithéliaux de la trachée chez la DrosopRi#edant ce processus, des cellules uniques
sont sélectionnées pour former le ‘tip’ (I'extréd)id’un bourgeon ; ces cellules répondent au
facteur FGF (branchless) par une extension depdiles et prennent la téte du bourgeon
croissant. Les cellules situées en arriere suiveais ne deviennent pas ‘tigGhabrial,
2006)
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» L’intussusception

Ce mécanismeonsiste en un élargissement et une séparatiorvalsseaux déja formes.
(Burri et al, 2004). Deux vaisseaux immatures peuvent également fasigour n’en former
gu’un seul de plus gros diame(ilting et al, 1995)

La maturation des vaisseaux sanguins se réaliseitengar I'établissement d'un mur
vasculaire par recrutement de cellules musculéissss et de pericytes dont I'origine dépend
de la localisation dans I'embrydGittenberger, 1999) Cette étape entraine une stabilisation
du réseau vasculaire avec arrét des processusiati@ngse et leur permet d’acquérir leur
structure définitive, nécessaire au contrble dénibdynamisme.

Les facteurs de régulation de ces deux mécanisomdgferents : FGF2 pour le premier et
VEGF pour le second (Figure 2(Sato, 1995 ; Suri, 1996 ; Hellstom, 1999 ; Lamzus
2004 ; Augustin, 2003 ; Gale, 2001 ; Shin, 2001)

Endothelial Vasculogenesis Angio/arteriogenesis
progenitors sMme progemlc:r@

@ ::> ‘/**/PDGF

PIGF
Ang-1
TGF-
Tie-2, CD34, AC133, VEGF, Shh, Grdl, Notch, WEGF, Ang-2, integrins, Mature
Id-1, Flk-1 Ephrin, Tie, Ang-1 HIFs, proteinases vasculature

Hemangioblast
=
20 <

Flk-1, Scl, AM. Hematopoietic T cell M@ Dendritic cell Platelet

stem cells @ ﬁ ﬁ I
| p Coagulation
% _|> @ @ factors
Neutrophil Mast cell
Fit-1, Tie-2 Chemolcytokines

112

Figure 2: Représentation schématique des mécanismale vasculogenese et d'angiogenés
D’aprésCarmeliet, 2003

[I. REGULATION DE L’ANGIOGENESE

L’'angiogenése est le résultat d'un équilibre dyrpmai entre des facteurs activateurs
(angiogéniques) et des facteurs inhibiteurs (amafiogies) comprenant des facteurs de
croissance, des cytokines (chimiokines, hormones;apeptides), des protéines de la matrice
extracellulaire, des protéases ou encore la paation des paramétres hémodynamiques
(force de cisaillement liées au flux sanguin). Lé&redjlement de cet équilibre peut étre a
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'origine d’'une angiogenése pathologigEolkman 1995) ou il est a l'origine de la

néovascularisation des tumeurs.

[1.1. Les Facteurs de croissance :

[1.1.1. Le Vascular endothelial growth factor (0&@&F)

C’est le facteur de croissance par excellence dellale endothéliale. Il a été découvert dans
les années 1980. Cing molécules difféerentes ontétdifiees, VEGF-A a VEGF-D ainsi que
le PIGF(placental growth factorjFigure 3).

Le VEGF A existe sous 4 formes moléculaires de 155, 189 et 206 acides aminés. Le
VEGF 121 ne se lie pas a I'héparine péricellulaardis que le VEGF 189 et le VEGF 206
sont contenus dans les protéoglycanes (héparif@eyutle la membrane cellulaire, et sont

libérés suite a I'action de la plasmine.

» Mode d’action :

Comme son nom lindique, le VEGF agit essentiellgnsair les cellules de I'endothélium
vasculaire, méme s'il a une action sur un nomionédid'autres cellules (comme lors de la
stimulation de la migration monocyte/macrophagé)sd lie a des récepteurs a activité
tyrosine kinase exprimés spécifiqguement sur lekilesl endothéliales, et est soumis a une
régulation. Deux récepteurs a activité tyrosineagemont été identifiés : VEGFR-1/Flt-1 (fms-
like tyrosine kinase) impligué dans la migrations deellules endothéliales, et VEGF-
2/FIk1/KDR (Kinase domain tyrosine kinase), impkgdans la prolifération des cellules
endothéliales. Ces récepteurs sont composés dednanaines : un domaine extracellulaire
composé de plusieurs domaines lIg-like, un domamesmembranaire et un domaine
intracellulaire, qui posséde une activité tyrosikiease. Le phénotype des embryons
déficients en VEGFR?2 est létal a des stades préateaéveloppement (E8,5-9,5) en raison
de l'absence de vasculogenése et d’hématopoRisaapy, 199%. Un troisieme récepteur
VEGFR-3/FIt-4 a été identifié dans les cellulesahdliales du systeme lymphatique. Il lie le
VEGF-C et -D qui contrélent la lymphangiogenése poalifération lymphatique(Leung,
1989; Fong, 1999, Fong, 1995; Shalaby, 1995; Carme¢| 1996; Ferrara, 1996, Fong,
1999).
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Figure 3: Structure et interactions des différents VEGFs, leurs récepteurs (VEGFR) dt
corécepteurs (NRP) D’'aprésLohela, 2009 L'arrimage des diméres de VEGF a leur récepteur
stimule la dimérisation de ces derniers et provogleer autophosphorylation. Cete

autophosphorylation va permettre le recrutemenitcea molécules de la signalisation.

> Expression :

Le VEGF est exprimé par plusieurs types cellulaiyesompris par les cellules cancéreuses,
et esr relargué par la matrice extracellulaire d@esion de métalloprotéases (ex : MMP9).
L’induction du VEGF par hypoxie a été montrée petea la découverte de la présence de
VEGF dans le glioblastome, une tumeur cérébralgcpéierement vascularisée : le VEGF se
trouve a proximité des zones hypoxiques de néatodessu tumoral et est synthétisé par les

cellules cancéreuses elles-mérfiisweiki, 1992)

» Signalisation induite par le VEGF :

Suite a la liaison ligand-récepteur, les réceptauastivité tyrosine kinase, ont la capacité de
s’autophosphoryler et ainsi d’activer des voiesigmalisation intracellulaires conduisant a la
prolifération, la migration et la survie de la cédl endothéliale.

-Prolifération cellulaire : L’action mitogene du VEGFR2 passe par la phospatoyn du
résidu Y1175 du récepteur 2 du VEGF, qui recrutpHaspholipase {; via les domaines
SH2 C-terminaux et l'active. Celle-ci est a I'ongi des messagers lipidiques secondaires
capables d’activer une protéine kinase C (BK@uis la voie MAPK (Mitogen Activated

Protein Kinase) mesurable par le niveau de phogfdimm de Erk 1 et 2. Ceci aboutit a la
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transcription de genes régulant positivement ldifpration cellulaire qui est activée, tout en
amont. Kowanetz, 2006.

-Migration cellulaire : La migration des cellules comme la morphogenese \disseaux
nécessitent la succession alternée d'établissemterte rupture de ces contacts focaux
d’adhérence entre cellules et matrice extracehelainsi, la protéine tyrosine kinase située
aux contacts focaux FAK (Focal Adhesion Kinase)agesivée par VEGF et phosphorylée par
des protéines telles que la Paxiline, mais ausSiABR-1 et la p38 MAPK (son activation est
le résultat de la phosphorylation du résidu Y1214MEGFR2). De plus, le résidu Y951
phosphorylé induit le recrutement de la protéinmage Src dont nous reparlerons
ultérieurement. Cette tyrosine kinase est aussliguge dans I'activation du processus de
migration cellulaire Kowanetz, 2006.

-Survie cellulaire : c’est la voie de signalisation Akt/Pi3K/PKB (Seithréonine kinase Akt,
phosphatidyl Inositol 3 Kinase et la protéine kmaB) qui est activée suite a la
phosphorylation du résidu Y1125 du recepteur 2 BGV.

Ces trois principaux phénomeénes , survie, migragibprolifération cellulaire sont I'essence
méme de l'activité du VEGF. Tres étudiés, ils oetrmpis la découverte de voies inhibitrices
utiles lorsque la « machinerie » VEGF est perturbéest-a-dire quand les effecteurs
impliqués ne jouent plus leur réle régulateur condaes le cas de cancer.

Ces différentes voies de signalisation sont schééext dans la Figure 4.
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Figure 4 : description des voies de signalisation BGF-dépendantes.D’aprésKowanetz, 2006
Sur ce schéma sont résumées les principales veiesigalisation découlant de I'activation|du
récepteur du VEGF par fixation de son ligand aing les principales molécules ciblant cette aéivit
expliquées dans le paragraphe suivant.

I1.1.2. Le facteur de croissance de fibroblasteG Ky

C’est une famille de facteurs de croissance impkogans I'angiogenese , la cicatrisation et le
développement embryonnaire. Chez 'hnomme, 22 memntmé été identifies. Les FGF1 a
FGF10 lient le récepteur présent sur les fiborobm¢FGFRs) FGFR1 , FGFR2 , FGFR3 et
FGFR4, mais aussi sur d'autres types cellulairé3-Z est également connu en tant que
facteur de croissance des fibroblastes de basefdhogon importante de FGF1 et FGF2 est
d’induire la prolifération des cellules endoth&@let leur organisation en structures de type
tube. Ainsi, ils favorisent I'angiogenese, la csarsce de nouveaux vaisseaux sanguins a partir
du systéme vasculaire pré-existante. FGF1 et FG# de plus puissants facteurs

angiogéniques que le VEGF ou le facteur de crocssdarivé des plaquettes (PDGF).

[1.1.3. Le PDGF ou acteur de croissance dérivé plaguettes (PDGF)

C’est I'un des nombreux facteurs de croissance,régule la croissance et la division

cellulaire (Matsui, 1989) En particulier, il joue un réle important dansftamation des
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vaisseaux sanguins (angiogenese) et la croissaesevaisseaux sanguins. Sur le plan
chimique, ce facteur de croissance dérivé des pttepliest une glycoprotéine dimérique
composée deux chaines AA, BB-, -AB. Ces moléculgissant par l'intermédiaire d’'un
récepteur a activité tyrosine kinase PDGFR (RTK9.RDGF joue un rble dans ceryaines
phases du développement embryonnaire, la prolidératellulaire, la migration cellulaire et
l'angiogenese, mais il a également été associgséepts maladies telles que l'athérosclérose ,
la fibrose et les maladies malignes. Le PDGF-bhoet récepteur PDGFR-b participent a la

stabilisation des néovaisseaux en recrutant désypEs(Hellstom, 2001)

I1.1.4. Le systeme des angiopoiétines (Ang), étulerécepteurs Tie

Les récepteurs Tie-1 et Tie-2 ainsi que leurs liigafAing-1 et Ang-2 sont aussi des éléments
critigues dans la formation et la stabilisation dessseaux(Thurston, 2000, Hanahan,
1997, ; Maisonpierre, 1997 ; Holash, 1999).

Les principales sources de Ang-1 et Ang-2 sonteaesgement les cellules murales et
endothélialegJain, 2003) Angl est une protéine glycosylée de 70 kDa qliesau récepteur

a activité tyrosine kinase Tie-2 présent a la sarfde cellules endothéliales et active sa
phosphorylation, permettant ainsi une signalisatjoinfavorise le recrutement péricytaire.
L’Ang-2, un deuxieme ligand de Tie-2, se lie avee affinité semblable a celle de I'Ang-1,
mais inhibe la phosphorylation de Tie-2 induite parg-1. Ang-2 serait donc un facteur
proangiogene qui, par sa fonction d’antagonisi@ faction stabilisatrice de Ang-1, rendrait
I'endothélium vasculaire plus susceptible de rémmriddes facteurs angiogénes comme le
VEGF (Pepper, 2000) En absence de VEGF, Ang-2 déstabilise les vaigsaantrainant

finalement leur régressioflain, 2003)

[1.1.5. Les éphrines :

Le bourgeonnement des capillaires partage desasitég avec celle du guidage axonal. Les
éphrines possedent la spécificité d'avoir des tiganembranaires non circulants agissant de
fagcon autocrine ou paracrine immédiate, qui onbat@ et surtout été impliqués dans les
processus neurodéveloppementaux qui ont lieu lerdemnbryogenéséFlanagan, 1998).
Une spectaculaire découverte en 1998 montrait cuerétepteur EphB4 se trouvait
exclusivement sur les veines alors que son liggidide B2 n'était porté que par les arteres
(Wang, 1998) Cette caractérisation a I'échelle moléculairét é@ie jusqu'au niveau des
veinules et des artérioles, et permettait ainsvidealiser la transition artéro-veineuse aussi

bien chez I'embryon que chez I'adulte. Les résulést plus marquants furent obtenus chez les
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animaux invalidés soit pour le géne de I'éphrine 2 pour les genes codant les récepteurs
EphB2 et EphB3. De tels embryons présentent deiptedtdéfauts d'angiogenese au niveau
des organes, mais aussi dans la vasculogenésealggdtams, 1998).Ainsi, les couples

éphrine-Eph participent a I'organisation des vaisse

[1.1.6. Les systemes sémaphorines-plexines-neuregil

Le terme « sémaphorine » vient du gsema « signal », ephoros « qui porte », en raison
du réle de ces molécules dans le guidage axonasiders études d’invalidation des génes
codant pour les sémaphorines ou les neuropilinepemnmis de révéler de graves altérations
vasculaires et cardiaques conduisant souvent a dat mies mutants au cours du

développement embryonnaif@ehar, 1996 ; Takashima ,2002 )

[1.1.7. Les nétrines- uncoordinated-5 (UNC5)

Parmi les récepteurs des facteurs de guidage axaoaleurs ont une expression restreinte
aux vaisseaux sanguins. Les nétrines sont desufactehémotropiques qui attirent ou
repoussent différentes classes d'axones en agigades récepteurs DCC et UNC5 (UNCba,
b, c et d). DCC est impliqué dans l'attractionatgila répulsion du céne de croissance tandis
gue les récepteurs UNC5 sont impliqués seulemars @arépulsion. Parmi les récepteurs de
la Nétrine-1, UNC5B est exprimé sélectivement diasscellules endothéliales, y compris
dans les cellules "tip" (tip cells). Des étudesp#ete de fonction par délétion des génes
codant pour ces récepteurs chez la souris morgrenteur fonction de récepteur de guidage
est conservée dans leur nouvel environnement dissul les souris déficientes enc5bont

une arborisation vasculaire aberrante aussi biedgm la vie embryonnaire que pendant la

néovascularisation induite expérimentalement claelulte (Larrivée B, 2007)

11.1.8. Les Slits-Roundabouts

Chez les vertébrés, on connait 3 protéines SIR) (ligands sécrétés) et 4 récepteurs de la
famille roundaboutou Robo (1-4). Elles sont toutes exprimées auaniwde la ligne médiane
du systeme nerveux mais aussi dans d’autres organasie le poumon et le rein. Il semble
gue chaque protéine Slit soit capable d’interagécachacun des récepteurs Robo. Mais Slit2
et Robo4 ont particulierement retenu [lattentionnglal’angiogenese, car ils sont
spécifiguement exprimés dans le systéme vasculangc toutefois des résultats
contradictoires : certains concluent a une foncpomangiogénique de slit2-RobgWwang,

2003) d’'autres a une fonction anti-angiogénique pairbition de la migration des cellules
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endothélialegPark, 2003) Un travail récent vient d’apporter des précisionportantes sur
le r6le de Slit2 et de Robo4: Robo4 stabiliserait réseau vasculaire en régulant
'angiogenése anormale et I'augmentation de la pahiiité endothéliale(Legg, 2008 ;
Jones, 2008)

[1.1.9. Les intégrines

En tant que récepteurs membranaires impliqués dessinteractions cellule/matrice
extracellulaire et cellule/cellule, les intégrineaent un réle dans I'adhérence, la migration et
I'établissement de la néoangiogénése tumoralatld&tdhérence optimale est régulée par une
signalisation de typéinside-out” mais les intégrines sont aussi capables de généser
signaux en direction de la machinerie celluldiogitside-in" aboutissant a I'expression de
genes et la régulation de nombreuses fonctions.eRgériences réalisées avec des anticorps
dirigés contre les intégrinexivB3 et avB5 ont montré leur participation a la

néovascularisation et a 'angiogenese tumdidteod, 2002 ; Hynes, 2002).

Il.2. ROle des Protéases

L’angiogenése nécessite la migration des cellutemthéliales. La dégradation de la matrice
extracellulaire par les matrix metalloproteinasddMP) permet donc aux cellules
endothéliales de migrer en réponse aux facteumiotactiques de croissance. Ces protéases
participent également au remodelage de la matxitaceellulaire et a la libération de facteurs
proangiogéniques (bFGF, VEGF, et TGEBgpper, 2001 ; Jackson, 2002 ; Luttun, 2000)
Ces protéases peuvent aussi bloquer I'angiogenedibérant des inhibiteurs associés a la
matrice tels que la Thrombospondine-1, la candatia tumstatine, I'endostatine, et le

platelet factor-4.

[1.3. Hypoxie et angiogenese
L’hypoxie est un élément majeur de régulation dandiogenése physiologique et
pathologique, dont le mécanisme majeur est I'atitimades hypoxia-inducible-factors (HIF).
lls font partie de la super famille des bHLH-PASgiz helix loop helix-per ARNT Sim). La
fonction de ces protéines est de réagir aux stindai I'environnement et d’activer
'expression de génes qui interviennent dans l'agemese, mais également dans le rythme
circadien, la détoxification xénobiotique et I'atkon a I’hypoxie. La famille HIF comprend
trois sous-unités alpha — Hl&1(aussi connu sous le nom de MOP1, membre de PAS1),
HIF2a (connu sous le nom de EPAS1, MOP2 ou HRF), KI@&Rissi connu comme MOP3) —

26



et trois sous-unités béta — HlFeégalement appelé ARNT (pour aryl-hydrocarboneearc
translocator), ARNT2 et ARNT3. Les protéines HIfnient des hétérodimeres avec les sous-
unités alpha et béta. Ces complexes protéiquesod@té&riques se fixent sur les éléments de
réponses hypoxiques (HRE) présents sur les promsotlas genes cibles, ce qui active leur
transcription (ex : VEGF, ou l'angiopoiétine-2). ureimportance dans le développement
vasculaire physiologique a été montrée sur desssowalidées pour leurs genes. Les souris
HIF-1a-/- ou HIF-IB-/- présentent une régression tres importante uteréseau vasculaire, et
meurent aux environs du 9% jour de gestation. Les souris HIB-2- présentent des
phénotypes variables selon le fond génétique. plésisément, certains défauts vasculaires
ont été décrits. Plusieurs études ont notammenttrénolimplication des HIF ans
'angiogenése tumorale. La présence d’hypoxie an de la tumeur est un des facteurs
essentiels responsable de I'activation de I'angiége tumorale. Dées que la tumeur atteint un
volume de 1-2 mrh I'oxygéne et les nutriments commencent & mandwselarge gamme des
genes dont I'expression est activée par HIF pentrituer de fait a la tumorigenése, car il
s’agit de transporteurs de glucose et d’enzymegegumettent de maintenir une production
energétique d’ATP grace a la glycolyse anaérol@efadteurs de croissance qui stimulent la
prolifération cellulaire, de métalloprotéinasesdet chimiokines qui peuvent favoriser le
développement de métastases et le recrutement lildeseendothéliales Hidler, 1994;
Yoshiji, 1996, Millauer, 1993 (Millauer, 1993 (Frederick, 2001).

Il.4. Role des cellules inflammatoires
Les processus inflammatoires participent de facotivex a une angiogenese locale par
'augmentation de I'expression de cytokines chirttraatantes secrétées par les macrophages
ou monocytes (Interleukine, TNF, etc.). Différentedlules sont capables de synthétiser ces
cytokines et une seule de ces cytokines est capbdir sur un nombre varié de cellules
différentes Hirano, 1999).
Les cellules inflammatoires et les cellules tumesadecretent également des héparinases qui
participent a la migration cellulaire, I'invasiont k& réaction vasculairéHeil, 2002. Ces
phénomeénes sont largement observés dans des ppdisolmflammatoires comme la
polyarthrite rhumatoide ou la rétinopathie diahgtigdans lesquelles I'angiogenese dans le
panus ou la rétine, respectivement, sont des esitphysiopathologiques de diagnostique.
(Frederick, 2001, Norrby, 200).
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II. 4.1. Une cytokine pro-angiogénique : Le TdNF

Les cytokines, protéines solubles non-spécifiquesnt des médiateurs essentiels du
développement et de la régulation de la réeponseumemElles sont classiquement regroupées
en interleukines (agissant sur les lymphocytesfaeteurs de stimulation de colonie (Colony
Stimulating Factors, agissant sur la régulatior'ldamatopoiése), en membres de la famille
du facteur de nécrose tumorale (T)Fet en facteurs de croissance transformant (TGF).
Nous illustrerons ici seulement le TNF.

L’histoire de la découverte du TNF (ou TdFest intimement liée a celle de la thérapie du
cancer. En 1868, Brunes avait observé chez cestg@giaessonnes atteintes du cancer que les
tumeurs régressaient spontanément suite a undianfdzactérienne aigué. En 1894, William
Colley observe qu’un extrait bactérien peut amemer régression tumorale. En 1944, Shear
et collaborateur isole le LPS (lipopolysaccharide)bactéries Gram-négative. Le LPS induit
chez la souris une nécrose hémorragique des tunteurs962, O’'Malley transfére du sérum
de souris traitées au LPS chez des souris portelseasimeurs et observe une nécrose
tumorale. En 1975, c’est I'apparition du termamor-necrosis factopar Carswell, qui a
confirmé I'effet du sérum induit par le LPS sur tameurs de souris et a également démontré
I'effet du sérum induit par le LPS sur la mortalité cellules cancéreuses en culture. C'est
finalement en 1985 que le groupe de Pennica a repleoclonage de '’ADN complémentaire
de la protéine TNFRennica, 1985, 1987

> Structure et role du TNFa

Il existe deux formes de TNF : le TNFet le TNFB. Leur structure a pu étre résolue et ces
résidus possedent environ 32% d’homologies. Le d 8t un polypeptide de 17 kDa qui agit
sous forme d’homotrimére. Il se présente comme pro&ine transmembranaire, pouvant
agir de facon juxtacrine. Il peut également étneéobt relargué sous forme soluble. Il possede
deux récepteurs, le p55 TNFR (CD120a) et le p75 HNED120b). La forme p55 est
exprimée de maniére ubiquitaire et est responsdbleplusieurs aspects de la réponse
immunitaire. Au niveau cellulaire, cette isoforme TNFo entraine également I'apoptose et
dans l'organisme, elle est responsable de I'indactle changements tels la fievre, la perte
d’appétit et la cachexie. Le récepteur p75 est imdprprincipalement sur les cellules
hématopoiétiques et est activé principalement @aMNF membranaire. Ses effets semblent
plutét limités et dans la plupart des cas, sesnmsg® peuvent étre induites également par le
récepteur pS5Wallach, 1999, Wilson, 200p
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» Signalisation induite par le TNFa

La liaison du TNF a son récepteur active différenteies de signalisation dont la spécificité
est acquise par les différents adaptateurs recautggcepteur. On distingue 4 grandes voies
de signalisation intracellulaire pouvant étre amiv suite a la liaison du TNF a son récepteur
(Wallach, 1999 :

-Les voies d’induction de mort cellulaire: Le récepteur du TNF possede dans son domaine
cytoplasmique un domaine de mort (DDgeath Domail), séquence importante dans I'effet
cytotoxique du récepteur. Le domaine DD du TNFRutecla protéine adaptatrice TRADD
(TNFR-associated death domajrgui, par la suite, recrutera des protéinesdejlee le FADD
(FAS-associated death dompi€es dernieres amenent a I'activation des prpases-8 et —
10, impliquées dans la réponse apoptotidMallach, 1999, Ashkenazi, 2002

-La signalisation lipidique: La liaison du TNk & son récepteur conduit a la formation de
différents médiateurs lipidiques. Bien que lestsffet les cascades soient moins bien décrits
gue pour la voie apoptotique, l'activité des enzgnsphyngomyélinases (production de
céramide) et phospholipases (production d’acidehédanique) est augmentégvéllach,
1999.

-Les voies des MAP kinasest activation des trois voies MAP kinase, ERK, JN p38
surviennent rapidement suite a la liaison du TN#emrécepteur. Ces trois voies sont surtout
connues pour leurs effets activateurs de facteargahscription et de I'expression génique,
principalement de I'expression des génes liésnldinmation Wallach, 1999. JNK et p38
seraient aussi impliqués dans I'expression de $&l&etine, une molécule d’adhérence propre
aux cellules endothélialeR¢ad, 1997.

-La voie NF«B — Le facteur de transcription NéB est composé de deux sous-unités, p65 et
p50. Son activation est régulée par un inhibitggomasmique, #B. Suite a la liaison du
TNFa a son récepteurgB est phosphorylé par sa kinase IKK<B kinase), ce qui améne sa
dégradation par le protéasome. NB- migre ensuite vers le noyau pour augmenter
'expression de génes inflammatoires et immuns dpetion de cytokines, entre autre)
(Jobin, 1998, Jobin, 1999

[1.4.2. Cytokines antiangiogéniques

Il existe également des cytokines qui agissentderf négative sur 'endothélium, ce sont les
cytokines anti-inflammatoires. Citons l'interféronles interleukines 4, 10 et 13 et le TGF
Les interférons et sont 2 cytokines qui agissent en diminuant I'esgicen du bFGF dans
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de nombreux néoplasmes (rein, vessie, prostatencdl'utilisation d'anticorps neutralisants
anti-IFNy abroge totalement l'effet anti-angiogénique de12 chez la souris et I'utilisation
d'IL-12 n'a aucun effet sur la prolifération deudes endothélialem vitro (Sgadari, 1996).
L'interleukine-18 (IL-18) est une cytokine produipar les cellules de Kupffer et les
macrophages activés. Elle est également capabtiude la production d'IFNet exerce donc
son activité antiangiogénique de la méme manieed'tit12. (Coughlin, 1998)

Le TNFu posséde également des propriétés anti-angiogénidua été suggéré que les effets
antagonistes du TNFsoient le résultat d'une concentration et d'unetelud’'exposition
différentes(Fajardo, 1992)

I1.5. Ciblage de I'angiogenése : exemple de thérags anti angiogéniques
[1.5.1. Exemple de thérapie ciblée visant VEGF

L’Avastin®, aussi appelé bevacizumab, est un anggaenonoclonal humanisé recombinant
qui se lie au VEGF (Vascular Endothelial Growth teacfacteur clé de I'angiogenése et
inhibe de ce fait la liaison du VEGF a ses récapt@dEGFR-1 et 2). Cette neutralisation fait
régresser les vaisseaux tumoraux et permet d’inltéberoissance tumorale. Aujourd’hui, ce
médicament a recu des autorisations de mise smatehé (AMM) pour quatre indications
dans les cancers suivants : -pour le cancer ca@drewtastasique (janvier 2005), -pour le
cancer du sein métastasique, en premiére ligne Ipduaitement (2007), -pour le cancer du
rein métastasique (2007),-pour le cancer du poumoora petites cellules (en Janvier 2008), -
pour le gliome en seconde ligne si les patientsgm&nt une résistance au Temodal (Avril
2009).

Il existe également plusieurs autres traitementmmgiogéniques visant l'activité tyrosine
kinase de son récepteur (Sorafenib, Sunitinib,lamaila, anticorps anti-VEGFR2, VEGFR1)
(Kowanetz, 20069.

[1.5.2. Exemple de thérapie ciblée visant le TNF

L'infiximab est un anticorps monoclonal chimérique recombirpntse lie au TNé& et
réduit ainsi son action. C’est donc un immunosuggear specifique du TNF. Son action a été
montrée efficace dans plusieurs pathologies inflatoimes chroniques telles que :-la maladie
de Crohn,-la spondylarthrite ankylosante,-la pdiy@e rhumatoide, Kelson, 1993-une
variété de maladies auto-immunes et non auto-imsune

Il existe deux autres types d’agents thérapeutiquiisés pour contrer I'effet du TNF

I'Etanercept, qui est une protéine de fusion séergar des cellules d’ovaires de hamster (les
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CHOs), et 'Adalimumab, qui est un anticorps mooaoel IG1 humaine spécifique du TNF
humain.Bencsath, 2003 (Breedveld, 2008.

Au total , la connaissance de mécanismes moléeudaimolécules angiogéniques a permis le

transfert clinique de molécules a visée thérapaatiq

. 'ENDOTHELIUM VASCULAIRE ADULTE MATURE

[11.1. Définition et structure

L’endothélium vasculaire tapisse le systéme vaseuldans son intégralité et est composé
d’'une monocouche de cellules endothéliales polylgsnallongées, longues de 25 a 50 um,
alignées dans le sens du flux sanguin. L’endothéhorme ainsi un « organe » d’environ un
kilo de poids et représente une surface totale @71nf (Augustin, 1994. Il est semi-
perméable et contrdle le transfert de petites gfrdeses molécules. La surface vasculaire des
cellules endothéliales est recouverte d’'une enyaagellulaire avec un glycocalyx riche en
carbohydrates (protéoglycanes, héparane sulfapaeiculier). Les cellules endothéliales se
distinguent de toutes les autres cellules (exdegténégacaryocytes) par I'existence dans leur
cytoplasme de structures en forme de batonnetdégspe corps de Weibel-Palade », lieu de
stockage du facteur Willebrand. Bien que I'endathélait longtemps été considéré comme
une barriére inerte permettant de separer le saagissus sous-jacents, on sait aujourd’hui
gue les cellules endothéliales qui le constituent slynamiques et ont un role extrémement

important dans de nombreux processus physiologigueathologiquesHajardo, 1989.

[1l.2. Les grandes fonctions de I'endothélium vasdaire

111.2.1. Barriere sélective

Différentes voies de passage sont possibles arsréavecouche des cellules endothéliales en
focntion de la taille des molécules. Les jonctiensre cellules endothéliales sont plus laches
au niveau des veinules : c’est la que se fontdbarges trans-endothéliaux de I'eau, des gaz
et des substances dont la taille moléculaire nasi&ppas 2 nm. Les substances dont la taille
est plus importante vont et viennent a traversckdBiles endothéliales par un systéme de

pores qui résulte de la fusion de vésicules d’eyibse entre elles : leur diametre est limité a

10 nm.
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[11.2.2. Synthése des constituants de la membrasale et du sous-

endothélium

Toutes les molécules constitutives de la membrasalb et de la matrice extracellulaire du
sous- endothélium sont synthétisées et secrétédegaellules endothéliales. Seuls certains
composants sont exclusivement synthétisés pardisles endothéliales : c’est le cas du

collagéne de type IV caractéristique de la membbasale.

[11.2.3. Fonctions anti-thrombogéniques

En dehors du propre réle du glycocalyx, la cellaefelothéliale joue un réle fondamental
d’'inhibition de la thrombose grace a un équilibrebtd entre facteurs pro- et

antithrombogénes synthétisés par les cellules batiales

Citons:

la synthese de prostacycline (PGI2)qui s’oppobacéivation et a I'agrégation plaquettaire.
Le PGI2 favorise également la vasodilatation

ela synthese de monoxyde d’'azote (NO) aux promiessodilatatrices et anti-agrégantes

ela présence d’inhibiteur de protéases de la cadigul a leur surface : antithrombine llI,

sla synthése d'activateurs de la fibrinolyse parlesquels I'activateur tissulaire du

plasminogéne (tPA)

ela libération d’ADPase, enzyme catabolisant I'’ADRincipal inducteur physiologique de
'agrégation plaquettaire

sl'aptitude a dégrader certaines substances aitavlsoactives et inductrices d’activation
plaquettaire sprésence ensurface de thrombomod(ili¢, protéine ayant un réle régulateur

important dans les phénomenes d’hémostase en fixémombine.

[11.2.4. Régulation de la pression vasculaire paes! cellules

endothéliales

La régulation du tonus vasculaire est sous la dfgere a la fois du systéeme nerveux

périphérique et de I'endothélium.
» Systeme nerveux périphérique:

Difféerents neuropeptides sont relargués par lesiit&isons nerveuses et vont agir soit
directement sur les cellules musculaires lissespdesis vasculaires, soit via les médiateurs
synthétisés par les cellules endothéliales. Alasubstance P et le peptide associé au géne de

la calcitonine (CGRP) ont une fonction vasorelagat induisant la synthése et le relargage
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de NO par les cellules endothéliales. Les fibremganpathiques (via I'acétylcholine) ont
une action vasodilatatrice antagonisée par lesedibsympathiques et les médiateurs
adrénergiques.

» Tonus vasculaire et médiateurs endothéliaux

Il existe 3 principaux médiateurs endothéliaux cpmtrélent le tonus vasculaire : NO, PGI2
et endothéline. Certains médiateurs sont vasocoiesirs comme [|'endothéline,
'angiotensine 1l et les amines superoxydes, desigont vasodilatateurs comme le NO, le
CO, la prostacycline, la bradykinine et le factbyperpolarisant dérivé de I'endothélium ou
EDHF. Ces facteurs agissent sur les cellules masesllisses de la média et diverses cellules
vasculaires en se fixant a des récepteurs spéegfiganstituant des facteurs soit endocrines,
soit paracrines, soit autocrines. Outre une aétivdsotonique, ces facteurs ont un impact
important sur l'activation des plaquettes, la cdscde la coagulation / fibrinolyse et sur la
prolifération de I'endothélium et des cellules mulages lisses.

En contrélant la circulation de molécules et ddubet a travers les vaisseaux sanguins, les
cellules endothéliales vasculaires jouent un rgkff dans la régulation cardiovasculaire et
I'homéostasie ainsi que dans la modulation destiforec physiopathologiques tels que

I'inflammation et l'immunité.

L’endothélium vasculaire est donc maintenant pergonme un véritable organe endocrine
qui intervient directement dans la régulation decpssus biologiques, lesquels ont un impact

certain sur la structure et I'activité vasculaitelenc sur la santé vasculaire.

Maladies ==

inflaimmatoires : Homéastasie
- arthnite thumatoide,

- athérosclérose, \

- psonasis,. < —— \
Endothélium > Recirculation des \
- Iymmphocytes |

Cancer :
- angiogeénése tumorale A/
Recrutement lencocytaire

- dissémination tumorale
.

_——-“’/

processus pathologiques processus physiologiques

Figure 5 : Implications de I'endothélium vasculaireen physiopathologie
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[11.3. Perméabilité endothéliale
Dans de nombreux cas physiologiques ou pathologjggaivent liés a I'inflammation ou a
'angiogenése, lintégrité de I'endothélium est tpdoée et I'endothélium devient alors
perméable.
Il existe deux formes de perméabilité endothéliala voie transcellulaire et la voie
paracellulaire qui est liée a la constitution ef@ctionnement des jonctions entre les cellules

endothéliales (Figure 6).

[11.3.1. La voie transcellulaire (passage au travede la cellule

endothéliale)

La voie transcellulaire concerne les molécules @’uaille supérieure a 3 nm comme
lalbumine. La voie transcellulaire permet égalemém passage de cellules a travers
'endothélium et peut, dans ce cas, nécessitepradtion d’'un canal transendothélial, ou
organelles vesiculo-vacuolaires (VVO) ou encoranétanisme utilisant un réceptdtieng,
2005, Dvorak, 2001)Cette voie n’est pas ou peu observée au coursraesntigrations de
leucocytes a travers la barriere endothélinleitro mais elle semble se produire dans les
processus vivo (Millan, 2005). Il est actuellement difficile aujourd’hui de quiier le role

de I'une ou l'autre des voies de transmigration ldasocytes de par le peu de comparaisons

observées entre les deux. Cette voie ne sera danévoquée dans la suite de cet exposé.

[11.3.2. La voie paracellulaire (passage par leagtions endothéliales)

La voie paracellulaire, permettant le passage decules de taille inférieure a 3 nm peut
requérir, en cas de réaction inflammatoire, I'otiwer et la fermeture régulées et coordonnées
des jonctions intercellulaires. Cette régulatioh mgmordiale pour maintenir I'intégrité de
'endothélium et prévenir voire éviter I'expositigpossible de la matrice sous-endothéliale.
(Carman, 2007, Engelhardt, 2004, Feng, 1999, Milla2006, Nieminen, 2006
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Figure 6 : Les deux voies principales de migratiodes leucocytes a travers I'endothélium : para
et transcellulaires .D’aprésDejana, 2006

Le phénomeéne d'inflammation localisé ou d'infectiatiire les cellules immunitaires
compétentes (les leucocytes tels que monocyteghgoytes et granulocytes) nécessaires au
déclenchement de la réparation tissulaire et digtte contre les agents pathogenes. En effet,
au niveau du site d'inflammation, les leucocytestent la circulation sanguine et s'infiltrent
dans le tissu. Ce processus débute par une liféslole entre les leucocytes et les cellules
endothéliales (vasculaires), liaison ou intervienirles sélectines (E- et P-sélectine) et les
motifs glucidiques (jouant le réle de ligands comsiedyl LewisX). Dans les circonstances
normales, cette faible interaction, combinée ax 8anguin, résulte en un mouvement de
roulement des leucocytes a la surface de I'endothélCependant, au site de l'inflammation,
les cellules endothéliales relarguent des chimiekinCes molécules ont pour réle
d'immobiliser les leucocytes roulants et de fawarigur traversée de I'endothéliuMil{an,
2005. Pour cela elles activent, grace a un signaladatulaire, les intégrines, autres
molécules d'adhérence présentes a la surface ulExciges. Ces intégrines activées se fixent
sur les molécules I-CAM-1 (Inter-Cellular AdhesiMolecule-1), fortement exprimées sur
'endothélium au site de linflammation, provoquaahsi une immobilisation totale du
leucocyte ey, 1999. En se déformant, celui-ci migre vers le tissupassant entre les
cellules endothéliales. Une fois dans le tissuldasocytes assurent deux roles ; reconstruire
le tissu endommagé et, en cas de lésion septigimjnér les agents pathogénes.
L'accumulation des leucocytes est la résultantadelex phénomeénes : surexpression des
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sélectines et I-CAMs sur les cellules endothéliaéselargage des chimiokines par ces
cellules uniquement au site de l'inflammation. €sttuation extréme peut étre irréversible et
mener a de nombreux problemes majeurs d’homéosissigaire et vasculaire.

Par contre, certains agents moléculaires induiseat perméabilité réversible qui n’affecte
pas la viabilité des cellules endothéliales ni Hégonses fonctionnelles. Ainsi, le VEGF
augmente expérimentalement la perméabilité pardagl mais aussi transcellulaire par
régulation du nombre de fenestrations, en augmedemmeédiateurs intracellulaires tels que
le calcium ainsi qu'une molécule vasoactive le NIGen est de méme pour I'histamine, la

thrombine, les radicaux oxygénés, mais aussi ledl&tHe lipopolysacharride (LPS).

IV. REGULATION DE LA PERMEABILITE ENDOTHELIALE ET
JONCTIONS ENDOTHELIALES

Une grande variété de pathologies est associéeegperie de I'étanchéité de la barriere
endothéliale permettant alors le passage non réggiénacromolécules, de fluides et de
cellules depuis ou vers le compartiment sanguimme c’est le cas au cours d'cedéme,
hémorragies, angiogenése tumorale, métastasenmgédion chronique ou aigué, rétinopathie
diabétique. Une meilleure compréhension des mérasismoléculaires et cellulaires de
perméabilité endothéliale peut aboutir a la décaevde nouvelles cibles thérapeutiques, pour

ces pathologies.

IV.1.Régulation de la perméabilité endothéliale pate cytosquelette
L’'actine et la myosine, composants contractilesemna du cytosquelett&S¢hnitter, 1990,
assurent le maintien de la tension centripéte raaissi le développement d’une force
contractile des cellules au cours de stimulatidmsnimjues ou physiquesBéldwin, 2007).
Dans les cellules endothéliales vasculaires, fFauigon actine-myosine dépend de la
phosphorylation de la chaine légére de myosine (MMyosin Light Chain) par la MLCK
(Myosin Light Chain Kinase) qui provoque ainsi lantraction de I'actomyosineVérin,
1998. Inversement une protéine phosphatase associéa &yosine provoque la
déphosphorylation de la chaine |égere de la myasiirdonc sa relaxatiofvérin, 1995). Le
statut de phosphorylation de la chaine |égéere dmyasine peut étre aussi régulé par le
calcium ou bien les petites GTPases de type Bhagby, 1997, Van Nieuw Amerongen,
2001).
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IV.2. Régulation de la perméabilité endothéliale paphosphorylations
Les modifications de perméabilité endothéliale itelpar des médiateurs de I'inflammation
ou des facteurs de croissance font suite a lahaie I'effecteur a son récepteur membranaire
sur la cellule endothéliale. Ainsi par la génématite certains messagers secondaires, des
voies de signalisation intracellulaires sont a@&s/gouvant conduire a l'ouverture des
jonctions intercellulaires, qui impliguent un ré&argement des complexes d’adhésion

cellulaires et du cytosquelette.

IV.2.1. Rappel sur les processus de Phosphorylation

L’intérét des modifications covalentes de protéipas introduction de phosphate est apparu
avec la découverte de l'activation de la phosplasg/ldu glycogéne du muscle squelettique
(Fisher, 1955 ; Krebs 1955)Les réactions catalysées pas des protéines kir{R48set
réversiblesin vivo par I'effet de phosphoprotéines phosphatases re@oinnues comme un
mécanisme de régulation d’activités métaboliquegeunas. La découverte de l'adénosine
monophosphate cycligue (AMPc) comme messager elttdaire (Haynes 1960)a amené
I'évidence que les phosphorylations de protéingsstitment un mécanisme majeur dans les
réponses cellulaires aux effecteurs humoraux de fieoctions, agissant au niveau d’un

récepteur membranaire spécifiq@ohen, 1982,)

IV.2.2. Multiplicité des protéines kinases

Une protéine kinase transfert le groupement phdspieaminal d’'un nucléotide triphosphate
sur un groupement disponible d’'un résidu acide andim la protéine substrat. Si les activités
protéine kinases sont réversibles dans certaineditamsin vivo, la déphosphorylation des
phosphoprotéines est réalisée dans la cellule psrptiosphoprotéines phosphatases, elles
méme soumises a reégulation. Ces dernieres annéetaoement fait apparaitre les notions
de distribution ubiquitaire des activités protékirases dans les tissus animaux et celle de
leur multiplicité. Environ 2000 kinases ont été eresees, plus de 100 structures tri-
dimensionnelles ont été résolues. Elles peuveatc@tractérisées par leur acide aminé cible et
leur substrat nucléotidique. Deux types de résidassedent un groupement hydroxylé
susceptible de lier un groupement phosphate :yessihes ou les sérines/thréonines. La
source de phosphate est en général 'ATP mais artaime catégorie d’enzyme utilise le
GTP. L'intérét majeur de la phosphorylation lorslaléaransmission des signaux est qu'elle

constitue un moyen tres rapide et réversible deifireodes protéines. Ainsi, I'équilibre entre
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les protéines kinases et les protéines phosphataseditue-t-il un moyen de régulation

crucial pour la transmission des signaux.

» Phosphorylations sur résidus sérine/thréonine

Le taux de phosphorylation de la sérine, de leothirée et de la tyrosine est respectivement de
1000 / 100 / 1. La famille des serine-thréonineakes comportent les protéines kinases
régulées par les nucléotides cycliques (AMP cydig@MP cyclique) : la protéine kinase A
(PKA) et la protéine kinase G (PKG), respectivemeat protéine kinase activée par le les
phospholipides et le calcium : la protéine kinaséP&C), les protéines kinases calcium /
calmoduline dépendantes (CaM kinase), les protékirases calcium dépendantes ("
Calcium-dependent protein kinases").

Ces kinases sont souvent activées en réponsedimedi hormonaux (ACTH, angiotensine,
bradykinine, vasopressine etc.) et associées éféaahciation cellulaire. Un autre groupe de
kinases impliquées dans la prolifération cellul@irété décrit dans les années 1990 dont font
partie les MAP kinases ("Mitogen-activated protkimases"), c-jun N-terminal kinase, MAP
kinase p38. Ces kinases sont indépendantes deotidek cycliques et du calcium, mais

elles ont activées par phosphorylation sur thréoeirtyrosine.

» Phosphorylations sur résidus tyrosine

De nombreuses protéines jouant un réle dans lamiasion des signaux ont initialement été
identifiées en tant qu'oncogénes dans le génomeétdevirus transformants ou dans des
cellules tumorales. Il s'est avéré par la suite@gseoncogenes correspondaient a des versions
mutées de protéines cellulaires. La plupart dessek de protéines jouant un réle dans la
transmission des signaux - récepteurs, facteuttsagdscription, protéines kinases ou encore
protéines G - possédent ainsi des contrepartiesgémiques. Les modifications des formes
oncogéniques consistent dans la plupart des cdessemutations ponctuelles ou des délétions,
qui se traduisent par l'activation constitutive deslécules. L’'un des premiers oncogenes a
été découvert en 1910 par Peyton ROUS de I'Insittkefeller. Il s’agit du Sarcome de
Rous ou Src qui a été identifié comme uniqguemenrigihe virale qui code pour une famille
de tyrosines kinases dont le chef de file a étéeléppp60c-Src Hckart, 1979, Hunter,
20049.

Les protéines tyrosine kinases sont peu abondauisgu'elles représentent seulement 2 %

des protéines kinases totales. Plus de 90 protéymesine kinases sont recensées dans le
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génome humain et forment une trés vaste familldigaunlique. Deux groupes se distinguent ;
les tyrosine kinases cytoplasmiques (32 de ce ek protéines tyrosine kinases récepteurs
transmembranaires ("transmembrane receptor-linkeas&s"” (58 de ce type). Les kinases de
la famille Src ont un processus de régulation @kabqui fait intervenir deux autres domaines
en plus du domaine kinase, les domaines SH2 et B#$3domaines SH2 sont des séquences
conservées d’'une centaine d’'acides aminés, qunneissent et lient spécifiquement certains
résidus tyrosines phosphorylés. Les domaines SIHB d&s séquences capables d’interagir
avec d’autres séquences riches en proline. A liatadtif, la kinase Src est verrouillée dans
une conformation repliée sur elle-méme, qui imm@igon domaine SH3 et SH2. Ce dernier
interagit avec une tyrosine inhibitrice en posit@arboxy-terminal. L'activation de la kinase
a lieu suite a la déphosphorylation de cette tyogjui permet I'ouverture de I'enzyme.
(Figure 7).

Y 527

Figure 7 : Régulation de 'activité catalytique deSrc. D’apresHu, 2008 (A) conformation inactive.
(B) conformation active.

La protéine tyrosine-kinase Csk (C-terminal Srcaki) est un régulateur négatif des SFKs,
qui inactive ces enzymes en phosphorylant leurstgeo inhibitrice et en imposant la

conformation verrouillée. Les tyrosines phosphaygldans les différents substrats deviennent
des sites d'ancrage pour des protéines contenardameaines SH2 et jouent un réle majeur

dans les interactions protéine/protéine.

IV.2.3. Les substrats de Protéines kinases dansllale endothéliale et
leur influence sur la perméabilité endothéliale.
Des stimuli tels que la bradykinine, la thrombithe,PAF (Platelet activating Factor), le
peroxyde d’hydrogene, le VEGF ou encore les nettlep actives augmentent la
perméabilité endothéliale, et impliquent la protekinase C Tanita, 2000 (a et b), Wu,
1999 Dempsey, 200p(Sandoval, 200 (Sandoval (a et b), 2001
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La Protéine Kinase A (PKA) présente des substrats dia cellule endothéliale localisés au
niveau du cytosquelette et des structures adhé@ierel, 1990, Seibert, 1992, Sheldon,
1993, Zink, 1995. Certains auteurs ont rapporté qu’elle peut iahia MLC kinasgMoy,
1997) et ainsi la dissociation actineF-myosiharfgeler, 199, la stabilisation des filaments
du cytosqueletteHastie, 1997 et le maintien I'adhésion cellule-matrickafnpugnagni,
1990.

Les tyrosine-kinases de la famille Src et Csk sactivées par VEGF et régulent la
perméabilité vasculaire, I'angiogenédsdiceiri, 1999; Weis, 2004,) la matilité cellulaire et
'apoptose(Abu-Ghazaleh, 2001) Chez la souris, I'invalidation génique de Csk eye
une létalité embryonnaire due a des défauts darsolegeonnement angiogénique et le
remodelage vasculai@gmamoto, 1993) (Duan, 2004).De plus, l'inhibition de I'expression
de Csk dans des cellules endothéliales humainesifgaiérence ARN (RNAI) est corrélée a
une augmentation de la prolifération cellulaire.

Une tyrosine kinase appelée Spleen Tyrosine Kiri@gk) qui a tout d’abord été isolée a
partir de la rate, les poumons et le thymus, plimés dans la rate de porc en 1991
(Taniguchi, 1993, a un rdle majeur dans la perméabilité endotleeli&n effet, son
invalidation génique chez la souris se traduitgi@notype endothélial avec une létalité due a
des hémorragies et des malformations des vaiss@aaxome, 2001). De plus,in vitro son
inhibition est corrélée avec une inhibition dentdgration et la prolifération des cellules
endothéliale. Ihatome, 200). Plus récemment étudiée dans d’autres plusiewdelas
cellulaires comme les cellules épithéliales tunmesamammairesQoopman, 2000, les
cellules épithéliales des voies respiratoirélafova, 2009, les fibroblastes humains
(Yamada, 200}, les cellules neurones-lik& gujimura, 2001), les hépatocytesTéuchida,
2000 et les mélanocytedipeller, 2003, elle semble jouer un role majeur dans l'adhésenc
cellule-cellule en réponse a des effecteurs teés lguthrombine Bijli, 2008), ou le TNFe
(Mun, 2009).

IV.3. Les jonctions endothéliales
Les différents systémes de jonctions vont permédt@mhésion des cellules entre elles, mais
également la cohésion des cellules avec les coasti de la matrice extracellulaire sous-
jacente. La cohésion des cellules endothélialestabtie grace a plusieurs types de jonctions
. les jonctions serrées, les jonctions adhéretgsesjesmosomes et les jonctions gap (Figure
8). Ces structures jonctionnelles sont forméesrdeéjmes transmembranaires responsables de
'adhésion homotypique intercellulaire. Ces proéSitransmembranaires lient des partenaires
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cytoplasmiques spécifiques qui les ancrent au quelstte d’actine, stabilisant ainsi la
jonction. Seules les jonctions serrées et adhéyesunt reliées au cytosquelette d’actine et
aux protéines intervenant dans les différentes svale signalisation Broman, 2006,
Carmeliet, 1999, Dejana, 2004, Esser, 1998, Gava2)06, Lampugnani, 2008

Les jonctions des cellules endothéliales et detulesl épithéliales partagent certaines
homologies. En effet, les deux types cellulairessgdent les jonctions adhérentezonula
adhaerens et les jonctions étanches, appelées égalementigos serrées owonula
occludens De plus, a la différence des cellules épithé&iales cellules endothéliales sont
dépourvues de desmosomes. Cependant, certains dgpeellules endothéliales, comme
celles du systeme lymphatique ou des veines, pesstétbs structures proches, appelées
complexus adhaerent¢Schmelz, 1993, 1994)ui contiennent certains des composants des
desmosomes.

L’organisation des jonctions endothéliales vari¢oley de I'arbre vasculaire en fonction des
besoins spécifiques des organes. Les jonctiongawlties sont ubiquitaires dans tous les types
de vaisseaux. En revanche, les jonctions étancbesrent plus de variabilité. Ainsi, dans le
cerveau, ou un contrble strict de la perméabilitéecle sang et le systéme nerveux est
nécessaire, les jonctions sont tres développées; awme forte proportion de jonctions
étanches. A linverse, les veinules post-capillgirgui permettent un trafic dynamique de
cellules circulantes et de protéines plasmatiqugsossédent peu.
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Figure 8 : Deux descriptions de I'organisation moléulaire des jonctions endothélialesD’apres
Dejana, 2004 et Wallez, 2007.

IV.3.1. les complexus adhaerentes

La majorité des cellules qui composent I'endoth@élime possedent pas de jonctions
desmosomales comme celles de I'épithélium. Cependdes structures communes ou
dérivées de I'endothélium comme les vaisseaux latighes et les microvaisseaux possedent
des structures assimilées aux desmosomes : ledeamm@mdhaerentedD¢jana, 2004, Zhou,
2009.

Ces jonctions, peu décrites a ce jour, jouent Um dans la vasculogenese, essentiellement.

Ces complexus sont reliés de facon indirecte dasménts intermédiaires via la desmoplakine

42



(Calkins, 2003, Cattelino, 2003, Gallicano, 2001 Ces structures pourraient, par cette
liaison avec les filaments intermédiaires, jouer ndte important dans la perméabilité

endothéliale et I'angiogenése en plus de la vageniese Gallicano, 200).
IV.3.2 Les jonctions serrées ou zonula occludens

» Définition et rble

Les jonctions serrées sont les jonctions prédontésade |'épithélium alors que ce sont les
jonctions adhérentes qui sont les plus nombreuses d'endothélium Nletha, 2006,
Balkovetz, 200§. Dans les cellules endothéliales et épithéligdetarisées, les jonctions
serrées forment une structure au pble apical eéseptent une frontiere entre les domaines
membranaires apicaux et baso-latéralisukita, 2001). Elles sont constituées de protéines
transmembranaires qui sont reliées au cytosquepstmettant la création de sites d’adhésion
cellule-cellule ou cellule-substrat. Des protéingplasmiques leur sont associées et jouent
un réle dans les mécanismes physiologiques dectiptien, prolifération, différenciation
régulés au niveau de certains organes au courswliagppement ou pour maintenir I'intégrité

de la barriere endothéliale.

» Structure des jonctions serrées

On distingue principalement trois classes de pmegitransmembranaires qui composent la
jonction serrée et de nombreux complexes multiguqoies a I'origine de ses fonctions.

-La premiere est constituée des claudines, ocabgdet tricellulines. Ces protéines sont
similaires et possedent comme caractéristique ¢'awee hélice extracellulaire, un domaine
transmembranaire et les parties N- et C-termiradalisées dans le cytoplasme. A ce jour, 24
claudines, dont le poids moléculaire est de 22 kb, été identifiées chez I'humain.
Cependant les claudines semblent connaitre uneifisgéctissulaire : par exemple, la
claudine-5 n’est exprimée qu'au niveau des cell@edothéliales vasculaires alors que la
claudine-11 est exprimée plutot dans les oligodendes et les cellules de Sertoli. Le role
des claudines est de former des motifs de type hamdétéro-philiques en interagissant en
cis- ou entrans. Le nombre important de claudines, leur capagittormer des liaisons
hétérophiliques et leur sélectivité pour certaimissi leur permettent d’établir des jonctions
serrées avec des propriétés de permeéabilité spéesfiet qui dépendent des besoins du tissu

(Furuse, 2006, Ebnet, 2008 L'occludine, protéine de 60kDasemble avoir un réle plus
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accessoire au sein de la jonction serrée : en, eftet expression ectopique n’induit pas
nécessairement la formation d’'une jonction cordragnt a la claudiney(s, 2005, Furuse,
1998. La tricelluline differe des deux autres typespdatéines membranaires car elle se situe
le plus souvent au niveau de contacts « tri-cetlesa» (kenouchi, 20095.

-La deuxieme famille de protéines transmembranages compose la jonction serrée
comprend des membres de la sous-famille CTX (@rtitymocyte marker iXenopuyde la
super-famille des immunoglobulines (Ig) qui estacéérisée par deux motifs, un domaine de
type V et un domaine de type C2- Ig- like. Cettasstamille peut encore étre subdivisée en
deux groupes, celui qui rassemble les molécules-2\R et C (Junction adhesion Molecule
A, B et C) et celui qui rassemble les molécules Qa&xsackieaand adenovirus receptor),
CLMP (coxsackie- and adenovirus receptor-like memér protein), ESAM (Endothelial
Selective cell Adhesion Molecule) et JAM-&£lnet, 2004. Excepté pour JAM-A, la
littérature est assez peu informative sur le r@ecds protéines dans la formation ou la
fonction de la jonction serrée. Toutes, excepté®dIELinteragissent avec un autre type de
protéines qui sont cytoplasmiques : par exemplg, pwtéines CAR, JAM-A, -B et -C
interagissent avec les protéines ZO-1 (Zonula Gmigdl) (Cohen, 2001, Ebnet, 2000 et
2003), les protéines JAM-A, -B et —C avec la preeéPAR-3 Ebnet, 2001, 200Bet les
protéines ESAM et JAM-4 avec MAGI-1 (Membrane Asated Guanylate Kinase-1). JAM-
A est localisé de fagcon précoce au niveau desimmgiserrées et c'est en recrutant PAR-3
gu’elle permet linitialisation de la polarisatiotle la membrane latérale conduisant a la
formation de la jonction.

-La troisieme famille de protéines transmembrasgagei composent la jonction serrée ne
contient qu’un membre, CRB-3 (Crumbs-3). Cette ginat est caractérisée par un tres petit
domaine extra-cellulaire de 36 acides aminés, unailee transmembranaire simple et une
courte queue cytoplasmique. Contrairement aux supr®téines transmembranaires qui

composent la jonction serrée, la fonction de CRBs3e relativement mal connue a ce jour.

» Les complexes protéiques associés a la jonction isay

Le nombre de protéines colocalisées avec la jomct@rée ne cesse d’augmenter depuis la
découverte de ZO-1 et son clonage en 1993. |l gagtr de petites GTPases, de protéines G,
de kinases, de phosphatases, mais aussi de fadetresiscription.

Certaines protéines comportant des domaines PD&t-@9oaptique Disc-large Zonula),ou
GuK (Guanylate Kinase), ou SH2 ou SH3 (Src Homol@pmain 2 et 3) régulent ces
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associationsRawson, 2003 Trois principaux complexes de protéines formlanjonction
serrée sont décrits: le complexe ZO-1, le complPads-1/PATJ et le complexe PAR-
3/uPKC/PARG6. ZO-1 est une protéine de 220 kDa, menua® protéines de la famille
MAGUK (Membrane Associated Guanylate Kinase) etspds trois domaines PDZ, un
domaine SH3 et un domaine GuK. ZO-1 peut interdigactement avec un certain nombre de
protéines transmembranaires décrites ci-dessus pesguelles I'occludine, les claudines, les
JAMs et CAR. Mais ZO-1 peut aussi interagir aves geotéines comme ZO-2 et -3 et le
cytosquelette d’actind=@nning, 1998, 2002, Wittchen, 1999Ebnet, 200§.

Au final, chacune des protéines et complexes cit@essus sont capables d’interagir avec
des partenaires de la signalisation cellulaire tgle des facteurs de transcription ou des
kinases/phosphatases, ce qui montre la dynamigeetple de telles structures.

» Régulation de la perméabilité endothéliale par lepnctions serrées

La régulation de la perméabilité endothéliale imypdint les jonctions serrées est beaucoup
moins bien connue que celle régulée par les jonstedhérentes. Bien que ces jonctions
soient moins abondantes que les jonctions adhé&regltes n’en sont pas moins extrémement
importantes pour I'intégrité de la barriére endb#he.

La barriere hémato-encéphalique (BHE) entre le sing cerveau et la barriere rétinienne
(BRB) entre le sang et la rétine sont trés richegoactions serrées, c’est d’ailleurs a ce
niveau que leur role dans la perméabilité endatech été le plus étudidvallez, 2009.

Les mécanismes qui conduisent a la dissociatiorjatesions serrées au niveau de la BHE
sont exposes ci dessous :

- le calcium:

Avant méme que les protéines qui composent legi@reserrées ne soient découvertes, il
était connu que les variations de concentrationigqa¢ pouvait conduire a une dissociation
des jonctions serrées de la BHEagy, 1985, Abott, 1991) Ainsi la culture de cellules
épithéliales a taux faible en Ca2+ induit une pdiexpression des protéines de la jonction
serrée telles que l'occludine, ZO-1 et 2 et cedi &socié a une augmentation de la
perméabilité para-cellulaire. Ces effets sont atémar une inhibition de la protéine kinase A
(Klinger, 2000). Le calcium est un modulateur de la protéine len@squi est donc semble
aussi impliquée de la régulation des jonctionséssir En effet, sa sur-activation est capable

de contrebalancer les effets déléteres d'une fatblecentration de Ca2+ extracellulaire
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(Balda, 1993) Par ailleurs, les variations de calcium intraexdracellulaires peuvent activer
d’autres voies de signalisation conduisant a Natibn de facteurs de transcription (RB-
(Nuclear FactokB), c-fos, etc.) qui régulent I'expression des @nmuts de la jonction serrée
(Brown, 2002)

-Régulation par des mécanismes de phosphorylation :

Les phosphorylations sur sérine et thréonine declaline régulent sa localisation
subcellulaire Andreeva, 200) et sont trés fortement corrélées avec le réadsgmlue la
jonction serrée aprés sa dissociation. Ainsi, [&¥Eest capable d’'induire la phosphorylation
de l'occludine via la protéine PKA, de méme que l'activation du syseurokinase
(UPA/UPAR) qui va protéolyser I'occludinértonetti, 1998, Behzadian, 2003 et ceci
conduit a la dissociation des jonctions et une argation de la perméabilité.

Sur les cellules endothéliales de cerveau, 'AMRe pctivation de la PKA induit une
'augmentation d’expression de la Claudine-5 aweaivdu complexe jonctionndkkizaki,
2003. D’anciennes évidences avaient par ailleurs néogtre la perméabilité endothéliale
jonctionnelle était corrélée avec le niveau de phosylation de la protéine ZO-1
(Stevenson, 1989 Il existe donc une réelle corrélation entre gasylations sur tyrosine,
serine, thréonine et fonctions des jonctions serdéas la barriere endothéliale.

-Régulation par les protéines G :

Le rbéle des protéines G a été largement étudié tameveloppement et la fonction des
jonctions serréesBg@lda, 1991, Saha, 1998, Hopkins, 2000Les protéines G hétéro-
trimériques sont exprimées dans les cellules eitiates cérébrales ou elles participent a la
transmigration des lymphocytes Adamson, 2002. Les petites protéines G de la famille des
GTPases Rho ont été impliquées dans l'altératiotadeerméabilité endothéliale suite aux
modifications du cytosquelette d’actine. Elles agig ainsi en amont du récepteur a I'acide
lysophosphatidiqgue couplé aux protéines G et dweptéar a la prostaglandine E2
(Hasegawa, 199p

Les protéines Rab, connues principalement pourrfidardans le trafic vésiculaire, sont aussi
impliquées dans le régulation des protéines destiprs serrées comme ZO-$t€venson,
1998.

L’activation de la protéine p2lras , issue aussi pletites protéines G, est associée a une
rupture des contacts intercellulaires, la perte Zi8-1 du complexe jonctionnel et
'augmentation de la perméabilité vasculaire chr e€ble la protéine AF-6 , un interactant de
Z0O-1 (Yamamoto, 1998, Hawkins, 2006
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» Fonctions des jonctions serrées

Les jonctions serrées jouent un réle majeur dagtablissement de la polarité cellulaire. Elles
forment une ceinture apicale séparant la cellule uen compartiment apical et un
compartiment basolatéral, empéchant ainsi la ddfusatérale des composés lipidiques et
protéigues apicaux et baso-latéraux de la memlpkasenique. Elles constituent une barriere
semi-perméable pour les ions et solutés en régidantdiffusion par la voie paracellulaire.
Ainsi, la diffusion latérale de protéines membraesiest restreinte et contrélée. Par exemple,
les canaux sodigues restent au niveau du domaioal apndis que les pompes a sodium et
potassium dépendantes de I'ATP (Adenosine Tri-Phats) se situent au niveau baso-latéral.
(Bazzoni, 2003.

Les jonctions serrées semblent jouer aussi unégddement dans la prolifération cellulaire,
en l'inhibant via le facteur de transcription lié&Z®-1, ZONAB (ZO-1 Associated Nucleic
Acid Binding). Lorsque ZONAB est associé aux compkede jonctions serrées, il devient
inactif (Balda, 2003, Matter, 2003 alors qu’il peut interagir avec la protéine cdiyclic

Dependant Kinase-4), activant alors la prolifératellulaire.
IV.2.3. Les jonctions communicantes ou jonctions ga

» Définition et role

Ces structures, présentes dans toutes les calletegaisseaux sanguins, sont abondantes. La
protéine majeure de la jonction communicante estolanexine (Cx), qui comporte quatre
domaines transmembranaires, deux boucles extrieds et ses extrémités N- et C-
terminales cytoplasmiques. Six sous-unités Cx sfaggent pour former un hémi-canal,
appelé connexon, dans la membrane plasmique. Qeexon s’associe au connexon de la
cellule voisine, formant alors une jonction comnuamite compléete. Les jonctions
communicantes permettent de faire passer directehen molécules de la signalisation,
incluant les ions et les petits métabolites (desmasférieure a 1KDa) d’'une cellule a I'autre
(Sohl, 2004, Haefliger, 2004 Ce mode de communication permet a une celluleodeaitre
I'état fonctionnel de ces voisines et d’adapterdesoins immédiatement a tout un groupe de

cellules voisines (Figure 9).
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Figure 9 : organisation structurale des connexonst &les jonctions gap D’apresLaird, 2006. Les
jonctions communicantes sont organisées en hémbeanomposé de six connexines Les canauix
permettent le transport, soit de petites moléc(#g¢sde molécules avec des motifs d’élongation (B
ou des deux en méme temps (C). La liaison d'unseaé » de connexine a celui de la cellulg
adjacente peut étre de type homo/hétéro-philigioel éiomo/hétéro-typique.

> Les connexines « vasculaires »

Dans le systeme vasculaire, ce sont quatre corneexi@x 37, Cx 40, Cx 43 et Cx45 qui ont
été les plus largement décrites. Mais I'expressi@rces connexines n’est pas uniforme dans
I'endothélium de tous les vaisseaux et dépend alessespéeces considérées. Par exemple, les
jonctions gap de I'endothélium natif sont composgesCx 37, 40 et 43, et ceci dépend du
type de vaisseau et de sa position dans I'arbreulaise Bruzzone, 1993, Traub, 1998

Les connexines ont une demi-vie tres courte, déggae heures seulement. Les connexines
sont pré-programmeées pour étre synthétisées eadi&es en permanendaird, 2006).

Les connexines sont généralement déja présentes feoue d'oligomeres au niveau du
Reticulum Endoplasmique sauf Cx 43 qui est encogsgmte sous forme monomeérique dans
'appareil de Golgi et qui oligomérise dans le msé&ansgolgien Sarma, 2002, Falk,
1998.

Les connexines utilisent difféerents moyens de partgusqu’a la membrane plasmique pour
y assurer leur fonction en formant des connexoms. donnexons, bien qu’insérés dans la
membrane, sont capables de diffuser latéralemeseiaude la bicouche lipidique et forment
des canaux jonctionnels, guidés par la N- et ladiérine. Des études ont par ailleurs montré
gue la N-cadhérine et la Cx 43 étaient co-assemldéggerant un lien direct entre jonctions

communicantes et jonctions adhérentes.
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L’étude de la dégradation des connexines a monti@lg était plus complexe que pour la
majorité des protéines transmembranaires qui ségitadées par la voie des lysosomes. En
effet, la Cx 43 a été montrée étre substrat pateni |'ubiquitine, ce qui a conduit a
'hypothese que la voie de dégradation pouvait serblablement étre dépendante du
protéasome. En realité les deux voies de dégradeggient possibletding, 1997, Leithe,
2009.

» Signalisation des jonctions communicantes

Les connexines sont des protéines qui ont été emphosphorylées. Ces phosphorylations
sous-entendent qu’elles doivent interagir avecuiletines kinases ou phosphatases, de facon
transitoire au minimum. Les kinases impliquéesueant les protéines v- et c-Src, les MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase), cdc2 kinasec{mye-dependent kinase), CK1 (casein
Kinase-1) et la PKA (Protéine kinase A).

Les connexines sont aussi associées a d’autres tgerotéines qui n'ont pas d'activité
kinase. Ainsi, les connexines sont capables dagieravec des protéines de la jonction
serrées comme ZO-1. Un autre membre de la famifl&MK est associé aux connexines, il
s’agit de ZO-2 mais le rble de cette associatiaomegines/ZO-1 et 2 commence seulement a
étre compris. Les protéines ZO-1 et 2 s’associgat &£x 43 a différentes étapes du cycle
cellulaire. ZO-1 est associé a Cx 43 lorsque ldisiles sont quiescentes, suggérant que ce
complexe possede un réle stabilisateur des jorstiap Giepmans, 1998, Toyofuku, 1998,
Singh, 2003. Les jonctions communicantes sont égalementtéimant liées aux jonctions
adhérentes et ces deux complexes semblent agartmte coordination.

En effet, d’autres protéines peuvent interagir desconnexines comme flacaténine, ki et

la B-tubuline mais aussi des protéines qui sont liééaciine comme la drebrine. Le fait
d’étre connectées avec toutes ces protéines conféue jonctions communicantes des réles
bien précis de communication intercellulaire ettfdelles des carrefours de signalisation qui

régulent 'adhérence cellulaire et la morphologasaulaire (Figure 10).

49



The Connexin Life Cycle vaeselnzef ; \. & \._
Protein kinase C 4 &L .
) £
> o . inass .
Golgi Apparatus ‘n:ﬁD‘ zém é/i s \\\\ el g‘ "L t., &
iy 1k, Ton e Cdc2 k\ncse‘
ity = r y
- ."i » S N Casein kinase 1‘ Lst "L t‘ % \{3\ > 05
, dn; A ~ ‘:“:L “'
a ~e : : votein kin " & ‘,“ \ ’- .
s . = . e e v q " N Py
L. o it B i . SN \ J
Reticulum - '8 :_; (% et L &L&:\ b p-catenin
P E . : :\M: otessomes == Lt Ce g \ Q}-\\ }}E
o - § A A719 92 b % ~ " Drebrin
/': . 3 R ¢ && “"k‘\.‘ & \ “: -
« l!l e 5 e -= \? W .tf\\ g ‘u&ﬁfubu\in
*. ‘% O (¢ > ‘ : Q \,\‘L % ‘s/
L'L QE\ \ . / *“toveolinrl
[ connexin 1y Sioves BSoeee, W oem %3\ \ N n," \ N
Channel ‘, 1 Connexin 3 ) CIP85
II destined to & Micr , Cadherins binding .
degrade protein b
Figure 10 : le cycle des connexines et leurs intatons potentielles D'apresLaird, 2006.

IV.2.4. Les jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes forment une ceinture adb@rsituée au dessus et en dessous des
jonctions serrées (Figure 8). Contrairement auxctjons serrées ou les membranes
plasmiques fusionnent, il existe un espace intkidedéde d’environ 15 a 20nm. Les jonctions
adhérentes jouent un role important dans la staltiin des jonctions serrées par leur
localisation, mais aussi dans la coordination dabreux processus cellulaires. Les jonctions
adhérentes sont présentes dans tout le systemaaiesc(Gumbiner, 2005. Les molécules
principales d’adhésion de ces jonctions, les cadégrclassiques, établissent des liaisons de
type homophilique dépendantes dif Gavec les molécules de la cellule voisine et selites

au cytosquelette a travers des protéines assaciées domaine cytoplasmique : les caténines
(Ebnet, 200§.

Dans les cellules endothéliales, les deux cadrgimpliquées dans les jonctions adhérentes
préférentiellement sont la N- et la VE-cadhérines Genctions adhérentes endothéliales
représentent le coeur de notre étude, notammerd gui concerne la régulation des fonctions

de la VE-cadhérine (cf paragraphe V).

IV.2.5. Les autres systéemes d’adhérence

D’autres protéines, souvent issues de la supetéankes immunoglobulines, ont le méme
réle d’adhésion que les protéines constitutivesjolestions adhérentes. Il s'agit de systémes
tels que celui des nectines/afadines ou le compper&eique comportant majoritairement
PECAM (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule) encore les molécules ICAM
(Intercellular Cell Adhesion Molecule) et VCAM (Madar Cell Adhesion Molecule).
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» Le systeme nectine/afadine

Les nectines appartiennent a la super famille mesunoglobulines et leur activité adhésive
est indépendante du €a(lrié, 2004, Ogita, 2006. Chaque nectine forme d’'abord des
diméres ertis- puis des dimeres drans. Quatre membres de cette famille ont été id&wjfi
les nectines 1 a 5, chacune de ces nectines agartall trois variants d’épissage. Il existe
également cing nectines-« like » : Necl 1-5. Lestines possedent une région extracellulaire
constituée de trois hélices « Ig-like », une sewdlgion transmembranaire et un domaine
cytoplasmique. Toutes les nectines, excepté leinesc-1, -3 et -4, ont quatre acides aminés
conservés au niveau C-terminal : Glu/Ala-X-Tyr-\ali se lie au domaine PDZ de l'afadine
(ou AF-6), protéine de liaison de I'actine et gand les connecte au cytosquelette d’actine de
facon indirecte. Les nectines-« like » ne possegastde motifs PDZ et ne sont donc pas
reliée a I'afadine. L’afadine posséde, quant a, elkux variants d’épissage. Le plus long
s’arrime aux nectines par son domaine PDZ et éilad- au niveau de son résidu C-terminal
(Irié, 2004).

Dans I'endothélium, seules la nectine-2 et la Neort été identifiées. La nectine-2 est un
récepteur du virus de I'herpeset la Necl-5 est un récepteur du virus de la pokoqui
suggere que ces deux protéines sont impliguéesldatissémination virale. La nectine-2 est
capable d’interagivia des liaisons homophiliques et hétérophiliques daewectine-3 tandis
gue la Necl-5 n'effectue pas d’interaction homoigjié avec la nectine-3 mais est cependant
capable de d’interagir avec elle. La Necl-5 estagant un récepteur potentiel de CD226/
DNAM-1 (DNAX Accesory Molecule-1), une glycoproté&@ntransmembranaire dans les
cellules B et T, les cellules NK (Natural Killerdgs monocytes et les plaguettes. La Nec-5
facilite ainsi la transmigration des leucocytesravers la monocouche endothéliale lui
conférant un rdle dans les processus inflammatairegvo, ce qui n'est pas le cas de la
Nectine-2 malgré sa liaison & DNAM-R¢ymond, 2004, Wallez, 2007

» Systeme d’adhésion comportant PECAM-1

PECAM-1 est une glycoprotéine de 130 kDa qui apgatrta la super-famille des Ig et
possede 6 boucles Ig dans son domaine extracedlulea molécule PECAM réalise des
liaisons homophiliques mais d’autres partenairesveet interagir avec elle réalisades
liaisons hétérophiliquesWoodfin, 2008. L’'expression de la protéine PECAM-1 est
retrouvée dans les plaquettes sanguines, les ellmdothéliales, les monocytes, et les
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neutrophiles I{an, 2003. La fonction de PECAM-1 n’est pas seulement easte a ses
propriétés adhésives. En effet, cette protéin@aessi impliguée dans certains mécanismes de
transduction du signal par des interactions avecnd@écules adaptatrices, principalement a
travers des phosphorylations de résidus tyrosinggess au niveau du motif ITAM
(Immunoregulatory Tyrosine-based Activation Mot son domaine cytoplasmique. Mais
ces interactions peuvent également s’effectuer dés phosphorylations sur résidus
serine/thréonine comme c’est le cas pour sa liassdPKC qui permet d'étre le censeur
d’associations avec d’autres protéines adaptatrices

L’autre caractéristigue de PECAM-1 c’est la présede 2 motifs ITIMs (Immunoreceptor
Tyrosine Inhibitory Motif) centrés autour de dewxosines importantes de PECAM-1, les
tyrosines Y° et Y°®® dans son domaine cytoplasmigquadkson, 1997. Ces motifs sont le
siege d’interaction avec des protéines tyrosinesphatases lorsqu’ils sont phosphorylés par
des kinases appartenant probablement a la fanitekiBase, dont la nature reste a étre
déterminée.

La tyrosine Y® phosphorylée est un site d’arrimage spécifiqueddmaine SH2 (Src
Homology 2) de la protéine phosphatase SHP2 (SHi2adecontaining-protein Phosphatase
2), qui va ensuite agir sur d’autres protéinesadgdnalisationJackson, 199%.

PECAM-1 est aussi capable d’interagir avec lesghimés, selon un mécanisme soit outside-
in soit inside-out (extérieur-intérieur ou inténieaxtérieur), régulant ainsi leur activation et
leur recyclage.

PECAM-1 est également associée furty- caténines de la jonction adhérente composée de
VE-cadhérine. Lap-caténine phosphorylée interagit avec PECAM-1 dasos état non
phosphorylé Biswas, 2005 Par cette liaison, PECAM-1 constituerait un reésig de f3-
caténine phosphorylée au niveau de la membranengjas, empéchant par la méme sa
dégradation par le protéasome, soit son trans@ors de noyau ou elle sert de facteur de

transcription lors de sa délocalisation (figure.11)
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Figure 11: Mécanismes de signalisation par PECAMD’aprés Newman, 2003. La protéine
PECAM est a l'origine de nombreux ou le transducgeimombreuses voies de signalisation de la
cellule endothéliale.

> Les autres molécules d’adhésion: VCAM et ICAM

En plus de tous les systemes d’adhésion complegests ci-dessus, il existe certaines
protéines qui sont exprimés au niveau de la cebul@othéliale en physiopathologi€an
Buul, 2008. Il s’agit principalement d'ICAM-1 et de VCAM-1Ces protéines agissent en
lien direct avec les intégrines et sont généraleénmmpliquées dans les mécanismes de
reconnaissance, d’adhésion ou de transmigration lelesocytes a travers la barriere
endothéliale.

L’endothélium quiescent exprime peu de molécule MGA Au cours d’'un mécanisme
comme, par exemple, un stimulus inflammatoire, piession de ICAM-1 est trés fortement
augmentée, permettant I'adhésion intégrines-dépeaddes leucocytes a I'endothélium.
ICAM-1 est une molécule composée de cinqg domairémseellulaires Ig-like, un domaine
transmembranaire et une courte queue cytoplasnuguecomporte seulement 28 acides
aminés. Le domaine cytoplasmique d’'ICAM-1 est impé dans de nombreuses voies de
signalisation cellulaire notamment l'activation petites GTPases comme RhoA et RhoG
(Etienne-Malville, 2000, I'induction de changements du cytosqueleftdagmson, 1999 et
'activation de la protéine kinase Srevéng, 2003. Tous ces changements permettent la
migration des leucocytes a travers I'endothéliurENITpour Trans-Endothelial Migration).
Le domaine intracellulaire d’'ICAM-1 ne posséde gasnotif particulier de type PDZ mais il
est connu pour colocaliser avec d’autres typesrd&ipes telles qued-actinine, I'ezrine et

la moésine.
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Des résultats similaires ont été rapportés pourdeécule VCAM-1, un ligand spécifique des
intégrinesfl. La stimulation de VCAM-1 conduit a I'activatiale la petite GTPase Racl qui
provoque une augmentation des ROS (Reactive Oxggecies) \(Vetering, 2003. Ces
réactifs vont favoriser la migration trans-endatilel Certains auteurs ont rapporté
l'interaction de VCAM-1 avec l'ezrine et la moésimans des structures endothéliales
particulieres mais en fait ses autres interactjpotentielles ne sont pas connues, malgré le
fait que VCAM-1 possede dans son domaine cytoplasenune région qui ressemble a un
domaine PDZ.

V. LA VE-CADHERINE, CADHERINE DES JONCTIONS
ADHERENTES ENDOTHELIALES

Les molécules d’adhésion ont un réle majeur dansrélgulation de la perméabilité
endothéliale. Au laboratoire, nous nous sommesassé€s plus particulierement aux réles des

jonctions adhérentes endothéliales et plus préeséatravers I'étude de la VE-cadhérine.

V.1. Structure de la VE-cadhérine

Les jonctions adhérentes, ubiquitaires le long’abre vasculaire, sont présentes a la fois
dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Laaulel d’adhésion spécifique et majoritaire
des jonctions adhérentes des cellules endothékslels VE-cadhérine (vascular endothelial-
cadhérine). Cette protéine est directement impéquians le maintien des contacts
intercellulaires(Dejana, 1999) Il s’agit d'une glycoprotéine transmembranairetgee | de
125 kDa, de 784 acides aminés, dont le domainaaeitulaire comporte 592 acides aminés
et est formé de cinq ectodomaines (EC1 a 5) d’envit00 acides aminés (Figure 12). Les
domaines EC1 & EC4 sont composés de structuresiidletfp comme ses homologues, la E-
et la N- cadhérines. Le domaine EC5, le plus prathda membrane, comprend quatre
résidus cystéine a l'origine de deux ponts diselulLes sites de fixation du €aont situés
au niveau du domaine extracellulaire plus partézelinent dans les régions inter-modulaires
et la saturation de ces sites pourrait étre agine de la rigidité du domaine extracellulaire de

la VE-cadhérine par formation de multimeres de \dBkerine Nagar, 199§.
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Figure 12 : Représentation de la structure de la Vieadhérine D’aprésWallez, 2007

V.1.1. Auto-assemblage de la VE-cadhérine

Il a été montré au laboratoire que le domaine egthalaire de la VE-cadhérine recombinant
(modules EC1la 4) produit a partir de la bacté&cherichia coli peut s’organiser en
hexameéres. Ces hexameres correspondent en faitraméme de dimeres ou chaque dimeére
résulte de l'association antiparallele de deux mu#r@s via les modules EC1. La
trimérisation se fait ensuite par l'intermédiaiesdnodules EC3 et 4 qui interagissent en cis.
In vitro, des pseudo-jonctions ont pu étre reconstituées iq@gration du domaine
recombinant EC1-4 de la VE-cadhérine humaine dassligosomes. L'observation de ces
jonctions par cryo-électro-microscopie, montre desrfaces membranaires paralleles
séparées par du matériel protéique, dense auxrarectCes jonctions présentent une
épaisseur de 23 nnx (Lnm) et s’étendent latéralement, révélant unenisgton réguliere
(Lambert, 2005). En vue latérale, elles apparaissent constitdé&ameaux empilés dont le
diameétre correspond a celui des hexameres obsemvadution ICegrand, 200) (Figure 12).
Ainsi, le domaine extracellulaire de la VE-cadhéripeut a lui seul provoquer cet auto-
assemblage cohésif.

L’assemblage de la VE-cadhérine, a travers son ohamextracellulaire, permet de mieux
comprendre les mécanismes d’adhésion cellule-eeltulitro. Il est a noter que d’autres
mécanismes impliquant le domaine cytoplasmiqueadéH-cadhérine sont aussi a 'origine

de modifications de I'adhésion cellule-cellule
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Figure 13 : Arrangement en hexameres des fragmentscombinants EC1-4 de la VE-cadhérine
D’aprésLambert, 2005 (A-C) Images en cryo-électro-microscopie desifragts EC1-4 de la VE
cadhérine dans des membranes liposomiales. (D)lisatign de 'hexamere EC 1-4.

V.1.2.Domaine cytoplasmique de la VE-cadhérine

Cette protéine comporte également un domaine tramémranaire (TM) de 21 acides aminés
et un domaine cytoplasmique (162 acides aminéspagsede la propriété unique de lier a la
fois des protéines partenaires des filaments diestiet des filaments intermédiaires. Ce
domaine cytoplasmique comporte également plusisites potentiels de phosphorylation

(Ser, Thr, Tyr), pouvant modifier de facon covadela protéine et sa conformation ainsi que

son interaction avec ses partenaires cytoplasmidigese 14).
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Figure 14 : Structure de la VE-cadhérine

V.2. Fonctions de la VE-cadhérine

La VE-cadhérine intervient a différents niveauxbéologie vasculaire. Les années 1995-99
ont vu la parution de plusieurs publications démeoitles différentes fonctions biologiques
de la VE-cadhérine. En 1995, les propriétés adkésile la VE-cadhérine ont été montrées
par transfection de son ADNc et surexpression gede&ine dans des cellules CHOs. Celles-
ci acquierent alors la capacité de former des ags€Breviario, 1995) En 1996, la méme
équipe montre que la VE-cadhérine peut réguler thégaent la prolifération cellulaire
(Caveda, 1996)En 1998, grace a l'utilisation d’anticorps ant=\¢adhérine, qui empéchent

I'établissement de liaisons homotypiques, les asteant pu montrer le réle de la VE-
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cadhérine dans la perméabilité endothélj@alino, 1998) En effet, ces anticorps dissocient
les jonctions endothéliales et augmentent la pdboitigaparacellulaire transendothéliale aux
macromolécules. De méme, l'injection intraveinedien anticorps anti-VE-cadhérine chez
la souris accélere le recrutement des neutropbiledes sites d’inflammation démontrant
laugmentation de la perméabilité paracellulaime vivo par blocage des jonctions
endothélialegGotsch, 1997)

En 1997, Vittet et collaborateurs ont montré limpoce de la VE-cadhérine dans
'angiogenése par des expériences d’inactivationsole gene dans des cellules souches
embryonnaires. En effet, les cellules totalemefficiddtes pour le gene de la VE-cadhérine
ne pouvaient s’organiser en réseau vascu(®iiteet, 1997). En 1999, L'invalidation génique
chez la souris a été réalisée et montre un phéadépl au stade embryonnaire 9,5 jours de
développement. Les analyses des embryons au stadecp a montré la formation d’un
plexus vasculaire primitif, mais une absence deodstage vasculaire, avec des cellules
endothéliales qui tendent a se détacher et deseaaigz qui collapsent et régress€@ory-
Faure, 1999)(Figure 15).

Figure 15 : Embryons de souris VE-cadhérine +/+ et-. D’apresGory-Faure, 1999.Embryon (au
dessus) et réseau vasculaire (E et F).

L’invalidation génique de la VE-cadhérine a donenpie de mettre en évidence son role
primordial dans la morphogenése vasculaire egjrité de I'endothélium.

V.3 Régulation des propriétés adhésives de la VE-daérine

V.3.1 Régulation par les GTPases

Bien que le mécanisme de régulation de I'assembdiggia jonction adhérente par la VE-
cadhérine ne soit pas encore completement contesiqrotéines de liaison avec l'actine et
les Rho-GTPases semblent y jouer un réle fondamddaas des cellules non-endothéliales,
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la E-cadhérine interagit avec la protéine arp2/8ti(e-Related Protéine 2/3) qui est associée
a la protéine WASP (Wiskott Aldrich Syndrome Projeia la vinculine et a la cortactine.
WASP agit en amont de la RhoGTPase cdc 42. A pdetices observations, il est clair que
'adhésion induite par les interactions homotypgjude la cadhérine doit activer une
signalisation « outside-in » qui résulte de 'augtagion de la polymérisation de I'actine par
la voie cdc42-Arp2/3-WASP et donc la stabilisataes jonctions adhérentes. L’expression
d'un mutant de la VE-cadhérine délété de son doenaixtracellulaire montre I'activation
d’'une voie de signalisation intracellulaire implaqu cdc42 qui est associé avec la formation
de protrusions de la membrane dans les cellulestlegithles transfectées. Ainsi, la VE-
cadhérine, en plus de son role de médiateur d&djiiié¢ de I'endothélium par son activité de
liaison homotypique, régule la permeéabilité endidh® en modulant I'accrochage et
I'hydrolyse du GTP, de cdc42, Rac et Rhdaoyklis, 2003, 2004.

V.3.2 Régulation par les caténines

L’ a-caténine est impliqguée dans la régulation de dadBage des complexes protéiques
interagissant avec la E-Cadhérine ;pl&Caténine quant a elle, permet I'ancrage de ce
complexe avec le cytosquelette d’Actine.

Des souris transgéniques exprimant la VE-cadhéléhétée des 80 derniers acides aminés de
son domaine cytoplasmique (domaine de liaison f-daténine) ont un phénotype létal.
(Carmeliet, 1999.. L’expression d’un mutant auquel il manque lendine extracellulaire de

la VE-cadhérine mais pas le domaine de liaison [daténine montre aussi la dissociation
des jonctions endothéliales. De facon surprendietgression de ce mutant bloque aussi la
transmigration des neutrophiles en réponse a unukts chimio-attractant(rringtin-
Myers, 2003. L’inactivation conditionnelle de I@-caténine réduit, de méme, l'aptitude des
cellules endothéliale a rester jointive€aftelino, 2003. En dehors de son réle dans
'adhésion des cellules, [rCaténine intervient également dans le processeamirisation.
Ainsi, on la trouve complexée aux molécules dedi& Wnt APC (Adenomatous Polyposis
Coli), Axine, GSK-3 (Glycogen Synthase Kinas@3dans le cytoplasme. Ce complexe
permet la phosphorylation deflaCaténine et sa dégradation par le protéasomatekéiction
B-caténine - VE-cadhérine stabilise donc la jonctiun joue un réle de senseur dans la
transmigration entre autres effetddghta, 200§. VE-cadhérine et caténine forme donc un

tandem majeur pour la bonne cohésion endothéliale.
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V.3.3 Régulation par la protéine p120

Bien que linteraction entre les caténines et laghérines soit requise pour maintenir
l'intégrité de la jonction, I'arrimage de p120 asins doute I'élément le plus important de la
stabilité de la jonction adhérente.

La fonction de p120 sert a réguler des interactemse cadhérines, kinases, phosphatases et
GTPases, qui au final, contréle I'état de phosplation et la stabilité de I'interaction d’'une
cadhérine avec une autre, aussi bien qu’avec tésioas.

Contrairement aux autres caténines, p1l20 ne s’asgas avec le cytosquelette d’actine
(Reynolds, 2004 La protéine p120 s’arrime a la VE-cadhérineégjute la contractilité des
cellules endothéliales en inhibant I'activité de@aPase RhoA. Des études ont également
montré qu’il y a une corrélation entre le niveaexgiression de p120 et l'activation des
protéines de la famille Rho, Rac et cdcAnhdstasiadis, 2001 De cette facon, p120 peut
interagir avec les protéines microtubulaires, cepguirrait potentiellement étre une clé de la
régulation de la perméabilité endothéliaie les jonctions adhérentes.

p120 a aussi été largement impliquée dans la riégulde I'expression et de I'insertion de la
VE-cadhérine dans la membrane plasmique. La pl@€roehée a la VE-cadhérine, est
capable de la protéger d'une ubiquitine ligab®kai, empéchant ainsi sa dégradation
(Vincent, 20094. De plus, grace a une interaction avec la Kinéavy Chain qui régule le
trafic vésiculaire, p120 pourrait influencer I'eggsion de la VE-cadhérine en agissant sur

son relargage vésiculairdéhta, 2006.

V.3.4 Régulation par un autre facteur : le calcium

Le calcium joue un réle important dans la régutatite la liaison homophilique de la VE-
cadhérine. La chélation du Eaextracellulaire par 'EDTA (Ethyléne Diamine Tetra
Acétique) augmente la perméabilité des micro-vaissalans le poumon, apres I'observation
de la perte d’adhésion cellule-cellule. La permigabpeut étre reversée en fournissant de
nouveau une quantité de calcium adéquate au ndksucellulesGao, 2000. L’application
d'un anticorps neutralisant la VE-cadhérine augmecette perméabilité induite par la

déplétion en calcium et prévient de la réversioseolee.
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V.3.5. Régulation de la VE-cadhérine par phosplatiyh

> Etat de 'art

Depuis 1998, il était connu que les jonctions enéliles étaient le siége de
phosphorylations sur tyrosine en réponse a VEGEe#”hins agents inflammatoires comme
I'histamine et la thrombineRabiet, 1996, Andrioupoulou, 1998 un processus corrélé avec
la dissociation des cellules endothélialésger, 1998 Par analogie aux récepteurs de
facteurs de croissance, la VE-cadhérine, proté@mesmembranaire, peut étre phosphorylée
dans son domaine cytoplasmique ou 9 résidus tyrosimt des sites potentiels pour des
tyrosine kinases, permettant ainsi une interactivec des protéines a domaines SH2 aux
jonctions endothéliales, et un rdle potentiel déegerotéine dans la signalisation endothéliale
lié a 'angiogenese ou la perméabilité. Notre étade les mécanismes moléculaires de la
phosphorylation de la VE-cadhérine a permis de mont

1/ La VE-cadhérine est phosphorylée sur tyrosimevivo au cours de l'angiogenese
physiologique et non dans les tissus quiescdrmifeng, 2009 et dans des cellules en
culture soumises a un stimulus inflammatoire: leFP@RIlatelet activting factor)Hudry-
Clergeon, 2005%.

2/ la VE-cadhérine est associgevivo avec des partenaires de la signalisation: assmtiat
permanente avec la tyrosine kinase Src, associabomono-regulée avec FIk1, le récepteur
de VEGF, Lambeng, 2009 et association avec la PI3kinastulry-Clergeon, 20095.

3/ la tyrosine 685 est l'unique acide aminé du damaytoplasmique de la VE-cadhérine
cible de la tyrosine kinase Src de cellules stimsilpar VEGF. Wallez, 20079, (Thése de

Yann Wallez présentée en 2007).

» Sites de phosphorylation de la VE-cadhérine humainet kinases:

Le ciblage direct des jonctions endothéliales paraSété montré au laboratoire. En effet par
des essais kinase vitro et des analyses par carte peptidigueellulo, la VE-cadhérine a été
identifiée comme substrat de Src en réponse a V&GEule une tyrosine de la protéine est
phosphorylée (Y685). Cette phosphorylation est t#requis a la migration des cellules
endothéliales stimulées par VEGWdllez, 2007. L'identification de ce site a conduit a la
production d’un antiphosphosite permettant la neiseévidence de cette forme phosphorylée

dans I'angiogenese ovarienne chez la souris (Ab&jdiaster 2). Une souris « knock-in »
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pour la tyrosine Y685 a été produite pour détermieerble de ce site dans les fonctions
biologiques de la VE-cadhérine (vasculogenese gibganése : travail de These de Adama
Sidibé 2010).

Plusieurs publications d’'autres groupes se sontésiées sur ce theme durant la méme
période. Le laboratoire de D Vestweber a identjii@ la VE-cadhérine phosphorylée sur la
Y685 était un partenaire de CSK, tyrosine kinagguledrice de SrqBaumeister, 2005)
permettant de proposer un modele de rétrocontéla gghosphorylation de la VE-cadhérine
dans la voie de VEGF : en effet Src, activee paGWEphosphoryle la Y685, laquelle devient
un interactant pour la tyrosine kinase Csk, régulatnégatif de l'activité de Src. Le
laboratoire de D Cheresh a montré, par mutageniégeal que les Y658 et Y731 étaient
impliqués dans 'augmentation de perméabilité emélale par modification des interactions
de la VE-cadhérine avec les caténilfiesaténine et pl2@Potter, 2005) Cependant ces
phosphorylations sur les sites Y688 Y731 n‘ont pas été attribuées a une voie de
signalisation impliguée dans l'angiogenése. Leas@s responsables de la phosphorylation
de ces sites ne sont pas encore connues. Cetteegtiainl a conduit a la production
d’anticorps commerciaux (Biosources, San Diego, Giiyjés contre ces deux phosphosites,
qui, utilisés en expériences cellulaires, ont psrd@ montrer que la phosphorylation sur les
tyrosines Y658 et Y731 de la VE-cadhérine était@lée a une dissociation des jonctions lors
de la diapédese leucocytaigllingham, 2007) L'utilisation d’outils pharmacologiques ou
d’'inhibiteurs de kinases a permis aux auteurs depgser Src ou Pyk2 dans la
phosphorylation de ces sites. Savoir si c’est wie directe reste a démontrer.

Plus recemment, la phosphorylation sur sérine déHacadhérine en réponse au VEGF a
eégalement été documentée. En effet, un site deppbogdation par PAK (p21 activated
kinase), unique et conservé, dans le domaine @doptue de la VE-cadhérine (sérine 665
de la séquence humaine) a été idenfBéavard, 2006) La construction de mutants ponctuels
mimant la phosphorylation (S/D) ou au contrairéitgeant (S/V) révele que I'endocytose de
la VE-cadhérine est régulée par le statut de phagfatiion sur ce site. Il a été proposé un
modéle dans lequel le VEGF contrdle la voie deaigation Src/Vav2/Rac/PAK.

Une autre étude a été réalisée sur 'engagemelat melécule ICAM-1 par des lymphocytes
activés par un antigene. Dans cette voie, les Iyoytes semblent induire la phosphorylation
des sites Y645, 731 et 73Burowski, 2008).

En pleine expansion, la compréhension des mécasigirephosphorylation de la VE-
cadhérine n’est pas encore complétement élucidéaitdde sa complexité (Figure 16). Ainsi,
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le réle d’'une tyrosine kinase différente des caatdigl précédentes et phosphorylant le site

Y658 sera discuté dans le chapitre |.
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Figure 16 : Les voies de phosphorylations de la VEadhérine D’apresDejana, 2009 Sur cette
figure sont recensées toutes les phosphorylatiena & E-cadhérine et les acteurs potentiels de ces
phosphorylations

La phosphorylation de la VE-cadhérine peut auss étgulée par des phosphatases qui
peuvent lui étre associées. Ainsi, La VE-PTP (ViscEndothelial- Phosphatase Tyrosine
Protein) présente l'intérét particulier d’étre sfigaement exprimée dans I'endothélium et
associée a la VE-cadhérine. Son inactivation génaipez la souris a permis de démontrer un
phénotype comparable a celui des embryons déficimmir la VE-cadhérine. Ce qui suggere
gue les vaisseaux ne peuvent se former correctesidat VE-cadhérine est constamment
phosphorylée Baumer, 200§. D’autres phosphatases comme Dep-dnfpugnani, 2003,
PTP-u (Phosphatase tyrosine Proteir{$ui, 2005)et SHP2 peuvent s’associer avec la VE-
cadhérine et réguler de fagon directe ou indiréectphosphorylation de la VE-cadhérine et

donc la perméabilité endothélialdgwroth, 2002.

V.4. Clivage de la VE-cadhérine
La VE-cadhérine est particulierement sensible aage enzymatique, suggérant que d’autres
voies de signalisation peuvent étre a lorigine ltlugmentation de la perméabilité
endothéliale ou de la diapédese leucocytaire.
L’exposition de cette protéine a des métalloprasasomme I'élastase, la cathepsine G ou

une concentration minimale de trypsine induit lgedtion du domaine extracellulaire de la
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VE-cadhérine dans des cellules en cultukéer(en, 1998, Luplertlop, 2006, Hermant,
2003, Xia, 2003 Les leucocytes et les cellules tumorales peusardi sécréter de grandes
guantités de ces enzymes, ce qui pourrait indeitelivage de la VE-cadhérine et donc
augmenter I'extravasation des leucocytes et indueefragilité du réseau vasculaire.

Il existe d’autres enzymes susceptibles d’induaeptotéolyse de la VE-cadhérine de la
famille des métalloprotéases: la métalloprotéas®AM-10 (A Disintegrin And
Metalloprotéase-10). Cette protéase induit le gévade la VE-cadhérine en plusieurs
fragments,in vitro au cours du passage de cellules T a travers laocoache ou par
stimulation avec la thrombin&¢hulz, 2008.

L’endothélium vasculaire étant le premier type waife a étre en contact avec des éléments
du sang circulant, c’est lui qui va subir des migdifons morphologiques au cours de
processus tumoraux, ou d’angiogenese et inflammaitia VE-cadhérine étant exclusivement
exprimée dans I'endothélium vasculaire, ses maaifins structurales peuvent étre
considérées comme des biomarqueurs potentiels andothélium agressé ou en

remaniement.

VI. LA CELLULE ENDOTHELIALE DANS LE CANCER ET L'INF  LAMMATION

Nous abordons ici deux grands processus patholegigui nous montrons que la cellule
endothéliale est fortement sollicitée : I'angiogemédans le cancer et les modifications

d’intégrité de I'endothélium dans l'inflammation.

VI.l. Le cancer

VI.1.1. Généralités et données épidémiologiques

Le mot cancer est un mot latin, qui signifie crahe écrevisse. Tout comme le crabe qui

représente plusieurs espéces, le cancer comprésddpr deux cents maladies différentes,
toutes caractérisées par une croissance incontiéléellules. Ces cellules s’accumulent pour
former une tumeur qui envahit et détruit par laesigs tissus normaux avoisinants, d’ou la

malignité.

En 2007, le cancer reste un enjeu majeur de santégpe. Si les données d'incidence du

cancer ne sont pas encore disponibles pour lesédesnannées, I'analyse des données de
2000 et des tendances associées montre clairementleqcancer reste en France en

progression, avec prés de 280 000 nouveaux casnpakux Etats Unis, on estime que 1,4
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millions de nouveaux cas de cancers seront diaigueést en 2008. Le cancer, premiere cause
de mortalité prématurée, seconde cause de déceages confondus, reste un enjeu de santé
publigue fort, enjeu humain, social, et méme satiégt économique. Les travaux
economiques ont en effet montré le colt importantcdtte maladie pour le pays, et les
associations de malades en ont souligné I'impactdi et social, pour eux-mémes comme
pour leurs proches. En outre, en 2007, pratiquerterd les cancers sont susceptibles de
bénéficier d’'un traitement. Si 'on ne guérit eregueére plus d’'un cancer sur deux chez
l'adulte, les avancées médicales issues de la mduhesur le cancer ont été importantes
depuis une dizaine d’années. La progression lemigs réelle, des taux de survie a cing ans,
montre que les efforts dans la recherche et dagsidéité des soins permettent d’améliorer
progressivement I'espoir de guérison pour les pttie

VI.1.2 Cancer et vascularisation
Il est maintenant bien établi que le développendamie vascularisation (angiogenése) intra
ou péritumorale est un événement clé autant powrdssance d'une tumeur que pour la
dissémination métastatique par la voie sangukmk(an, 2003. Ainsi, des études ont
montré que l'angiogenese est un facteur pronostigus diverses tumeurs, notamment le
cancer du rein, du c6lon, du sein, du poumon atetueau, ainsi que dans le mélanome. En
effet, le taux de récidive des tumeurs fortemerdscubarisées est plus élevé que celui des
tumeurs faiblement vascularisées. Cette révoluypi@sente plusieurs avantages par rapport
aux thérapies anticancéreuses classique : spazififaction antitumorale, cible plus
facilement accessible, risque moins élevé de e#mist efficacité dans le traitement
d'association avec des agents anticancereux alessigt possibilité de chimioprophylaxie
(Fidler, 2002).
De plus, avec le développement technologique agjlisition d’images, il a été montré que
réseau vasculaire normal et tumoral different. Het.ele réseau vasculaire normalse
caractérise par sa relative régularité, sa stakglitson efficacité. La régularité se traduit par
une succession réguliere de tubes, dont le callbrenue puis augmente a nouveau en
passant du coté artériel vers le coté veineux.idvédrse, la morphologie desaisseaux
tumoraux est hétérogéne, leur forme est irréguliere, ilst sbiatés et tortueux, avec des
branchements excessifs et des terminaisons avelgldisix sanguin tumoral y est chaotique
et variable formant des régions hypoxiques et acalesein des tumeurs. L’ensemble de ces
aspects font que I'on qualifie le réseau vasculairaoral d'immature. Des anomalies au

niveau ultrastructural ont été observées: présdaaembreuses « ouvertures » (« fenestrae »
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endothéliales, vésicules et trous transcellulais)arges jonctions inter-endothéliales et une
membrane basale discontinue ou absente (FigureTblles ces anomalies conférent aux
vaisseaux tumoraux une permeéabilité accrue. Aéfistir de chaque tumeur, il existe

généralement aussi une certaine hétérogénéité, deecrégions vascularisées de facon
inégale, un degré de maturité variable des vaigséamoraux, qui pourrait traduire des

différences localement dans la balance de moléquies et antiangiogénes, sachant que
I'équilibre des signaux et ses répercussions pesgiae modifier au cours de I'évolution de

la tumeur.

Luminal surface of tumor vessel
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Figure 17 : Image de micrographie électronique de’ihtérieur de vaisseaux sanguins normal
(gauche) et tumoral (droite) D’apres Baluk, 2005.

V1.2 L'inflammation

VI.2.1. Mécanismes généraux

L’inflammation ou réaction inflammatoire est la ofige des tissus vivants, vascularisés, a
une agression. Ce processus comprend des phénog@m@&sux, exprimés biologiguement
par le syndrome inflammatoire et cliniquement dgofavariable, le plus souvent par de la
fievre et éventuellement une altération de I'égandyal et des phénomenes locaux au cours
desquels l'inflammation se déroule dans le tissyocwtif vascularisé. Les tissus dépourvus
de vaisseaux (cartilage, cornée) sont incapabledégelopper une réaction inflammatoire
compléte. Les tissus épithéliaux n'ont pas de adlé dans le déroulement de la réaction
inflammatoire, mais ils peuvent étre altérés pagréssion qui déclenche l'inflammation puis
étre réparés au cours de la phase terminale darfimation. L'inflammation est un processus
habituellement bénéfique : son but est d'élimiregeint pathogene et de réparer les Iésions
tissulaires. Parfois l'inflammation peut étre ntfaslu fait de l'agressivité de l'agent
pathogéne, de sa persistance, du siége de l'infidiom) par anomalies des régulations du
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processus inflammatoire, ou par anomalie quantdadu qualitative des cellules intervenant
dans l'inflammation.

Au niveau cellulaire, elle se caractérise par unfdtriation leucocytaire. Une inflammation
aigué est caractérisée par l'expression et la séaréle meédiateurs solubles, telles les
cytokines, appelées encore chemokines ou chimiskifes dernieres activent I'endothélium,
la monocouche de cellules la premiére en contactsahg, qui exprimera différentes
molécules d’adhérence.

L’adhésion des leucocytes sur I'endothélium actpes fait en trois étapes séquentielles.
Premierement les leucocytes sont captés et roslentendothélium par I'intermédiaire des
1999 Par
chimioattractants relargués par I'endothélium. KEimeent les leucocytes s’arrétent, adhérent

sélectines \(estweber, la suite, les leucocytes sont actives pa le
fortement a I'endothélium et migrent a travers eender. Ce processus de migration fait
intervenir les intégrines du leucocyte qui se liantles membres de la superfamille des
immunoglobulines exprimées sur I'endothélium (FegwB).

L’inflammation fait intervenir des processus conxgl® qui aboutissent a une augmentation

de la perméabilité endothéliale, événement indispiglle a la poursuite du processus.
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Figure 18 : Etapes essentielles du phénoméne inflamatoire vasculaire: roulement, adhésion ¢t

transmigration des leucocytes a travers I'endaih&liD’apres

http://institut.cochin.inserm.fr/la_recherche/daparents/biocihp/copy of equipe-couraud/themes-

de-recherche/mecanismes-moleculaires-de-linfitirti
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VI.2.2. Pathologies inflammatoires

De nombreuses maladies inflammatoires sont liéelesamécanismes considérés comme
dysimmunitaires. Ces affections récemment regramms le terme d'IMID (Immune
Mediated Inflammatory Diseases) comprennent traisndes entités nosologiques : les
maladies auto-immunes systémiques (non spécifigimgane) et localisées (spécifiques
d'organe), les maladies auto-inflammatoires, ldsctbns inflammatoires de mécanisme
indéterminé comprenant, notamment, des affectiatregénes ou paranéoplasiques dont le
mécanisme n'est pas auto-immun. Ces maladies imfiaaires étaient définies jusqu'a
présent par des critéeres cliniques et biologiquakdés par l'usage et l'avis d'experts.
Cependant, leur polymorphisme suggere qu'une ménigé epuisse étre liee a des
mécanismes moléculaires différents. A titre d'eXemfa polyarthrite rhumatoide (PR) est
une maladie articulaire parfois extrémement agvessii inversement une forme bénigne non
destructrice qui touche entre 0.3 et 1.5% de laujadion globale en France. C'est une
maladie « auto-immune » caractérisée par la présdanticorps (facteur rhumatoide) et de
complexe immuns tissulaires qui sont fabriqués lpapatient. Elle se caractérise par une
inflammation de plusieurs articulations avec ganéat articulaire bilatéral et symétrique
prédominant sur les mains, les poignets et lesspied

Les lymphocytes T et autres cellules immunitairdsnt les macrophages, secrétent des
cytokines, médiateurs chimiques importants deldimfmation et de la destruction des
articulations. Les cytokines entrainent une prddifién des cellules immunitaires et
inflammatoires dans l'articulation et la sécrétibautres cytokines et une atteinte de l'os, du
cartilage et d'autres tissus connediétgsley, 1997. Parmi les cytokines clés, le TNF-
(Tumoral Necrosis Factor) et différentes interlegs (Interleukine-1, Interleukine-6...) ont
ete l'objet de toutes les attentiori3ager, 2003. Ainsi, le VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor), principal médiateur pro-angiogémigest présent dans le liquide synovial et
dans le sérum de patients atteints de polyarthritmatoide et son expression est corrélée a la
sévérité de la maladie. Le r6le de ce médiateus thasynovite a en revanche, été largement
démontré dans des modéles expérimentaux de pafyanrthumatoide.

Une autre pathologie génétique, I'angioedéme (Ampykinique repose la dérégulation du
systeme protéasique kallicréine-kinines et peutluog a un déclenchement soudain de crises
d'cedeme facial ou laryngé dont la sévérité néeeksitmise en place d'outils de diagnostic
précoce. Au plan moléculaire, une cascade d’aivate protéases conduit a la libération de

bradykinine qui agit sur les cellules endothéliates fixation sur son récepteur B2 et
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déclenche une modification de la perméabilité emél@le. Les mécanismes moléculaires mis

en jeu sont mal connus.

VI.3. Cancer et inflammation
Les pathologistes ont reconnu, il y a plus d'urclsieque la plupart des cancers étaient
accompagnés de cellules du systeme immunitaire, adisiles inflammatoires. Cette
observation a été signalée pour la premiere foid&8 par Rudolf Virchow, qui nota la
présence de leucocytes dans le tissue néoplasigeepposa qu'il existait un lien entre
inflammation et le cancerNickoloff, 2005, Platz, 2004, Dalgleish, 2006, Hwsa, 2007.
Ce sont les macrophages associés aux tumeurs (TANMmer-associated macrophages), les
cellules dendritiques associées aux tumeurs (TAO@mor-associated dendritic cells) et les
lymphocytes associés aux tumeurs (TIL — Tumoriiafiing lymphocyte), principalement des
lymphocytes T. L’ensemble de ces cellules contrilbuée la production de cytokines, a la
croissance tumorale ainsi qu’a I'immunosuppressigsociée au cancer. En effet, une tumeur
apporte le paradoxe d’'une inflammation locale aweceffet anti-inflammatoire systémique
(Balkwill, 2001).
La source de l'inflammation est souvent d’'étiologieonnue, ce qui amene a la prescription
des traitements dont le but est le soulagemenadmlleur et la diminution, ou l'arrét des
processus de dommages tissulaires. Le traitemguiigecommun est l'utilisation des anti-
inflammatoires non-stéroidiens (AINS). Les AINS luent une variété de molécules,
I'aspirine et les salicylates ainsi que d’autresiposés comme l'ibuproféne et le sulindac. Le
principal mécanisme d’action est l'inhibition de osynthése des prostaglandines en
bloquant I'enzyme cyclo-oxygénase (COX). Selon N&I, I'inhibition est réversible ou
irréeversible et elle affecte I'isoforme | et/oudk la COX. Les effets non désirés incluent
I'ulcération gastrique et des défaillances rénffedzung, 1995.
Les AINS semblent maintenant impliqués dans la gméen du cancer. En effet, une
utilisation prolongée des AINS diminue le risque acer colorectalBaron, 2000Q. Les
mécanismes responsables de cet effet protecteraieadi a plusieurs niveaux. Les AINS
auraient un effet directement sur la cellule camege. La résistance des cellules cancéreuses
a la chimiothérapie est en partie due a la résistanl'induction de I'apoptose. Les AINS
auraient un effet indépendant de celui sur la COX’mduction de I'apoptose dans la cellule
cancéreuse Ainsi, on pourrait imaginer une thérammbinatoire de la chimiothérapie

classique conjuguée aux AINS pour diminuer la sange tumoraleRjcchi, 2003.
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Le cancer est aussi associé a un risque thrombdembcéleve, les cellules cancéreuses
activant la coagulation pour favoriser leur progies. Les événements thromboemboliques
ont un impact négatif sur le pronostic. Le traitetgrophylactique apparait important mais
s'avere difficile en raison du taux élevé de coogpion hémorragique.

La figure ci dessous illustre les differents typlescommunications entre cellules tumorales,

immunitaire et endothéliales ainsi que les nombraéxiateurs impliquées.
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Figure 19: Mécanismes de régulation complexe entres cellules tumorales et du systeme
immunitaire . (D’aprés Angelo, 2007) Lien entre le VEGF et les cytokines pro-inflamaigdg
produites. lllustration de la complexité de la siljgation entre chaque type cellulaire.

VII. LES BIOMARQUEURS

La modification de la cellule endothéliale en pbypsithologie nous amene a aborder le
monde des biomarqueurs, qui sont des outils imptstaour les cliniciens en terme de

diagnostique, pronostique ou de suivi thérapeutique

VII.1. Définitions :
Les biomarqueurs sont définis comme des parametessirables fonctionnels, cellulaires ou

moléculaires, indicatifs d’'un statut particuliemgéique, épigénétique ou fonctionnel, pour un
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systeme biologique. Leur dosage doit étre préeggroductible, fiable, et réalisable par des
méthodes peu invasives.
Un biomarqueur posséde une valeur :

» pronostique lorsqu’il donne une indication sur tade d’agressivité de la maladie
diagnostiquée, et ce indépendamment d’un quelcotrgilement pouvant étre mis en
place.

> prédictive lorsque sa présence est corrélée aveéplanse cliniqgue a un traitement
particulier.

La valeur potentielle des différents biomarqueung étre testée et validée par les études
cliniques et corrélée avec les valeurs de PFS (essgpn-free survival) et d'OS (overall
survival).

De larges études au cours de ces dix derniereesiomé été menées pour essayer d’identifier

des biomarqueurs associés au processus d’angieggessumeurs.

VIl.2.Classification des biomarqueurs de I'angiogease

VII.2.1. Les biomarqueurs moléculaires

lls sont indicatifs des événements moléculaire®@ss a I'angiogenese ou a l'activité du
médicament. lls consistent en des molécules tgliesle VEGF, le bFGF, les récepteurs de
surface cellulaire (VEGFRZ2, intégrines), les molésule voie de signalisation (ERK, Akt), et

les modifications (activation, phosphorylation), teanscrits d’'un ou de multiples génes.

VI1.2.2. Les Biomarqueurs biologiques

Les cellules associées a I'angiogenese (i.e. esllahdothéliales circulantes (CEC) et leurs
progéniteurs (CECP) peuvent refléter les phénoménekiculaires observés grace aux
biomarqueurs moléculaires. Un nombre élevé de lesllendothéliales circulantes ou de
progéniteurs sont observés dans le sang de patiteints de cancemBértolini, 2006,
Mancuso, 200). Leur augmentation corréle parfaitement avecdiagenése et leur taux
diminue chez les patients sous traitement antiemy@giique $haked, 2005

Le VEGF est facilement détecté dans les épanchenpatiraux malins ou ascites, et ses
effets sur la perméabilité vasculaire représerdeatmécanismes important pour la formation
de ces cedemes malinsrgft, 1999). La présence de grandes quantités de VEGF dans le
fluides biologiques (sérum) de patients atteintsalecer a été rapportée pour la premiére fois
en 1994 Kondo, 1999 et a été vérifiée pour plusieurs types de canparsla suite. Une

corrélation étroite entre le taux de VEGF, le stddda tumeur, la densité microvasculaire et
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'expression du VEGF dans la tumeur a été suggél@enéme qu’une corrélation entre un
fort taux de VEGF sérique dans les pathologiesédigsées par rapport aux pathologies
localisées $alven, 1997. (Tableau 1)

Comelafion Wit Tumor

Cancer Type Prograssion or Patient Survival®
Breast cancer Paositive
lung cancer Paositive

Mo correlafion

Gastrointestinal cancers

Colorectal carcinoma Positive

(Gasiric carcinoma Positive

Hepatocellular carcinoma Positive
Urologic cancers

Prostate corcinoma Paositive

Bladder carcinoma Paositive

Renal cell carcinoma Positive

Mo correlation
Gynecologic cancers

Charion corcinoma Positive
Mo correlation
Yuhear cardinema Positive
Head and neck cancers
Nﬂmphur:mgeﬂ Carcinoma Positive
Squum\:\us cell carcinoma Mo correlafion
Hematological malignancies
Lymphoma Positive
Levkemia Positive
Soft fissue sarcoma Pasitive

Abbreviations: §, serum samp|as used for the assay; P, p|-::smc| 5-::mp|es wsed for the assay.
*Pasitive correlafion indicotes more advanced tumor or poorer survival with Higher circ u|n:|1ing VEGF level.

Tableau 1 : Relation entre le taux de VEGF et la prgression tumorale dans différents types d
cancers D’aprésPoon, 2001

1%

VII.2.3. Les Biomarqgueurs fonctionnels

Les mesures des paramétres de perfusion (rBVigelBtood Volume), MTT (Mean Transit
Time), rBF (relative Blood Flow), ¥"™ (évaluation de la perméabilité vasculaire) par
imagerie peuvent étre plus pertinentes pour la mmsévidence de l'activité anti-vasculaire
des médicaments en phase clinique avancée (phélseLd mesure de la densité
microvasculaire (MicroVessels Density ou MVD) esstlisée par imageria vivo. Au niveau
des régions de haute activité angiogénique (out«spots »), cette mesure a une valeur
seulement pronostique mais non diagnostique damoudreux cancerdd(atky, 2002). A
titre d’exemple, la MVD de tumeurs primaires cheg patients métastatiques ne peut étre
suffisante pour la prédiction de la réponse au Bieuanab® (anti-VEGI(Jubb, 2006).
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VII.3. Les cadhérines

VII.3.1. Les cadhérines solubles

Récemment, une étude menée par I'équipe du Dr. REev sur les cadhérines solubles a
montré que leur ectodomaine pouvait étre un biooeurg significatif dans divers cancers.
Ces fragments de protéines pourraient avoir uniglence sur les cellules avoisinantes. Ce
mécanisme s’appelle le « shedding » de I'ectodoepaiim événement post-transcriptionnel
qui peut changer de facon notoire les propriétéstionnelles de la protéine ou de la cellule
substrat. En effet, il est connu que les adhésintescellulaires qui impliquent directement
les cadhérines sont modifiées et fragilisées demséllules tumorales par rapport aux cellules
normales. Ce qui est actuellement décrit pour bBénélium vasculaire a été montré tout
d'abord dans certains épithélia. Lorsque ces bagiéde diffusion disparaissent, des
cadhérines dites « solubles » sont alors retrouda@es le sérum des patients.

-La E-cadhérine, cadhérine responsable de l'adhésiatre cellules épithéliales a été
retrouvée dans le sérum de patients atteints dibépecinomes (HCC). Avant cela, elle avait
été retrouvée dans le milieu de cultures de callukous la forme de son domaine
extracellulaire de 80 kDabamsky, 1983. Dans le sérum de patients, les différents dasage
ELISA ont montré que la E-cadhérine sérique éta@ngjitativement plus élevée que dans le
sérum des patients sains et ce, dans le cas dmarags gastriquesKatayama, 1994,
Gofuku, 1998, Chan, 2001 (a et ) de mélanomedB(llion, 2006), de tumeurs pulmonaires
(Charalabopoulos, 2005 De plus, cette quantité était plus importanterges patients avec
récidive et présentant des métastases extra-hapatiou pulmonairesCharalabopoulos,
2006. Trés récemment, elle a été impliqguée comme neanrgprécoce de la sévérité dans la
pancréatite aigueSewpaul, 2009 ou encore de la néphropathie diabétique, cetie fo
analysée dans les urines des patients par wedtdretbensuite par un test ELISA sur 40
patients Jiang, 2009.

-La N-cadhérine, quant a elle, a été égalemerduedie dans le sérum de patients atteints de
divers cancer et une corrélation a pu étre démeminére le taux de N-cadhérine soluble et le
taux de PSA (Prosate Specific Antigen) dans les derces patient®érycke, 2009.

VII.3.2. Fonction des cadhérines solubles

En 2006, I'équipe de Derycke a pu mettre en éviddaable de la N-cadhérine soluble. En
effet, un fragment de N-cadhérine soluble est dapalinduire I'angiogenése et plus
précisément la migration des cellules endothélialestro (Derycke, 2006. D’autres relatent

son action inhibitrice de la migration de cellulesiorales de carcinomes du sein et proposent
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des anticorps anti-N-cadhérine pour bloquer la atign de ces cellules et ainsi la formation
de métastase®6tthoff, 2007).

En résumé, la complexité intrinseque de I'angiogertémorale et les multiples mécanismes
de régulation et d’adaptation de l'angiogenése rtula thérapie suggérent que plusieurs
biomarqueurs seront nécessaires pour obtenir umpeésentation compréhensive de
'angiogenése fessa, 2008 Par ailleurs, au jour d’aujourd’hui, nombres d®arqueurs
investigués n'ont pu étre validés pour l'utilisatien routine clinique.

Dans linflammation, I'endothélium est fortementllmité et réactif, pourtant peu de
molécules le constituant ont été analysés au phsigue pour leur utilité potentielle de
signature d’'une modification ou agression endagieliDans le chapitre Il , nous discuterons
d'un rdle nouveau, pour la VE-cadhérine clivée d#ésolution de pathologies comme

I'inflammation et le cancer.
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VIIl. OBJECTIFS DU PROJET DE RECHERCHE

Le laboratoire a montré que la VE-cadhérine essphorylée sur tyrosin@ vivo au cours de
'angiogenese physiologiqueLagmbeng, 2005 et in vitro en réponse a un agent
inflammatoire: le PAF Hudry-Clergeon, 2005. De plus,in vivo la VE-cadhérine est
associée de facon permanente avec la tyrosineeki®as qui peut phosphoryler la tyrosine
685 du domaine cytoplasmique de la VE-cadhérineitio dans des cellules endothéliales
humaines stimulées par VEGW@&llez, 2007. La phospho-VE-cadhérine semble étre une
caractéristique de I'endothélium activé.

Dans ce travail, nous nous sommes intéresseés aHaaWhérine dans un contexte
pathologique. En effet, dans un contexte tumoks, dapillaires néo-formés different du
réseau vasculaire normal par leurs aspects morgigolkes, de méme que dans l'inflammation
ou des médiateurs vasodilatateurs induisent unenaigition de la perméabilité. Dans ce
contexte, la détection des modifications strucagale la VE-cadhérine et la caractérisation
des mécanismes moléculaires impliqués peuvent peentiedentification de nouvelles cibles
thérapeutiques.

Plu précisément, ce travail a eu pour objectifudii&r les points suivants:

1/Examiner le statut de phosphorylation sur tyresie la VE-cadhérine dans l'inflammation
et le cancer et d’identifier les acteurs moléceimpliqués et les mécanismes potentiels.

2/ Etudier le potentiel d’inhibiteurs de tyrosin@&ses pour bloquer cette phosphorylation et
envisager le Design de nouveaux inhibiteurs.

3/ Analyser l'intérét clinico biologique de [l'utdation de la VE-cadhérine comme

biomarqueur dans le cancer et I'inflammation.
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CHAPITRE [|: EXISTENCE D'UNE PHOPSHORYLATION SUR
TYROSINE DE LA VE-CADHERINE DANS L'INFLAMMATION ET  LE
CANCER: MECANISMES CELLULAIRES ET MOLECULAIRES
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. PHOPSHORYLATION SUR TYROSINE DE LA VE-CADHERINE DANS LE
CANCER: MECANISMES CELLULAIRES ET MOLECULAIRES

I. 1. Contexte:

Les fonctions biologiques de la VE-cadhérine oraguseup été étudiées chez la souris et en
culture cellulaire. Sa régulation par phosphorglatsur tyrosine illustrée en 1999 n’a vu ses
mécanismes moléculaires élucidés pour partie qudeh.

Non encore étudiée dans l'angiogenese tumorales aoans voulu examiner I'existence de
cette phopshorylation dans des processus tumorflxda savoir si cette VE-cadhérine
phosphorylée pouvait etre une cible thérapeutique.

Une premier approche de I'étude a été réalisédeaux modéeles animaux de tumeurs :

1- un modéle de souris transgéniques développamthépatocarcinomes par expression
hépatique d'un transgene résultant d'une fusiore éatpromoteur de l'antithrombine et la
séquence codante pour I'oncogene T de SV40 dévebpmstitut des vaisseaux et du sang a
Paris (G Tobelme, E Dupuis) (Dupuy, 2003).

2- un modele de tumeurs cérébrales chez le rdinoaglerie développée dans le groupe de C
Rémy (Inserm U836-5, GIN-Grenoble), permet de nesla vascularisation in vivo et

d'évaluer les parametres clinico-biologiques dealaiere hémato-encéphalique par IRM .

L'identification des acteurs moléculaires a étdiséa in vitro et en culture cellulaire.

[.2 Article 1
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Abstract

Rationale: Increasing evidences suggest that vascular enddti®E)-cadherin
tyrosine phosphorylation plays an important rolethe integrity of endothelial junctions.
Objective: Although several tyrosine sites havenbemppedn vitro, thespecific signaling

molecules and pathways are not well characteilized/o.

Methods and results: In the current study, we repdtie presence of a tyrosine
phosphorylated form of VE-cadherin at the site YéB&wo animal tumoral models, i) a
genetically engineered mouse model of hepatocelkedacinoma (HCC) exhibiting strong
vascular remodeling and ii) a rat glioma model wittense vascularization and increased
permeability. Furthermore, we show that phosphtedaVE-cadherinwas no longer
associated to p120-catenim vitro, tumor necrosis factor (TNF)-induced in endothelial
cells a rapid increase in phosphorylation of VEkmxth at Y658, an event that was
previously correlated with an increase in endo#tetionolayer permeability. In addition, we
show that the tyrosine kinase Syk was activateckaponse to TNk Biochemical studies
revealed that in ann vitro kinase assay, Syk could directly phosphorylate eptige
encompassing Y658, GEMDTTSYDVSV, as well as the recombinant wild type VE-
cadherin cytoplasmic domain while the mutated pno¥658F remained unphosphorylated.
Moreover, in endothelial cells, knockdown of Syk$iRNAdramatically diminished TNIle-
induced VE-cadheri658 phosphorylation and p120 catenin associatiom VE-cadherin.

Conclusions: Taken together, these observations identify Sykaasimportant
mediator of VE-cadherin Y658 phosphorylation andvpde a link between the TNé-
signaling, Syk activation, and the regulation oflehelial adherens junctions in the context

of endotheliabarrier integrity of pathological vessels.
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INTRODUCTION

In normal blood vessels, the integrity of endotmali depends upon a correct
organization of adherens junctions, which are ubbgsly distributed along the vascular tree
and are expressed in both blood and lymphatic leSsEhese structures are formed by
transmembrane adhesion proteins of the cadheriityfaBndothelial cells express a specific
cadherin called vascular endothelial (VE)-cadhenvhich is exclusively localized at
interendothelial junction§? VE-cadherin is a transmembrane, calcium-depenuemophilic
adhesion molecule that connects adjacent enddtheliis. A loss of VE-cadherin function
results in unstable endothelial junctions and tedein embryo at 9.5 daysTo maintain
endothelial barrier function, VE-cadherin activity tightly regulated through mechanisms
that involve protein phosphorylation and cytoslkadletynamics. Tyrosine phosphorylation of
VE-cadherin and associated catenins was shown o dbaracteristic of loosely endothelial
monolayers; whereas tyrosine phosphorylation wdsaed in confluent celfsVE-cadherin
contains 9 tyrosine residues in its cytoplasmic dom which represent potential
phosphorylation sites. Indeed, stimulation of vémcwendothelial growth factor (VEGF)
tyrosine kinase receptors has been reported teaserVE-cadherin tyrosine phosphorylation
and to reduce VE-cadherin-mediated adhésidine same effect was observed in cells
stimulated by several permeability-increasing ag&h? Our recentin vivo studies showed
that, in adult mice, VE-cadherin tyrosine phosphaiign was weak or undetectable in resting
tissues, whereas it was found to be dramaticallegylated in ovaries and uterus under
hormonal stimulatioi We demonstrated that Src could directly phosplaoeyithe VE-
cadherin cytoplasmic domaim vitro. VE-cadherin peptide map analysis from VEGF-
stimulated HUVECs and VE-cadherin-CHO cells tracsfd with active Src revealed that
Y% was the unique phosphorylated sSfteThis phosphorylation site was found to be a
binding partner for CSK, a negative regulator fa %inase, that is involved in cell
proliferation inhibition** Two other phosphorylation sites were found to hde&imental
effects on barrier function, Y658 and Y731, but tlyeosine kinases implicated in the
phosphorylation of these latter sites remain tadeatified '

VE-cadherin phosphorylation sites have not beentified in vivo in inflammation or
in tumoral angiogenesis although sevemalitro studies reported the existence of phospho
Y658 or Y731-VE-cadherin in endothelial cells stiated by inflammatory agerits The
goal of the present study was to determine the giiaylation status of VE-cadherin vivo

in tumoral tissues and to identify the specificnsijing pathways involved in this process.
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We demonstrate that, in an hepatocarcinoma mougskelnamd in a rat xenograft glioma
model, VE-cadherin was tyrosine phosphorylated amd identified Y658 as the main
phosphorylation site. Furthermore, using the ptamfnatory cytokine TNFy, a potent
inducerof endothelial cell permeability could trigger VE-tadin Y658 phosphorylation. In
addition, we demonstrate the direct in endothal&lls, through a Sylsignaling pathway.
These results point out to a potential role for $ytosine kinase in endothelial junction
dysfunction in tumors through VE-cadherin targeting
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MATERIAL AND METHODS

Animals:

Transgenic mouse model of hepatocellular carcinom@gdCC-TG mice). The production of
transgenic ASV-B mice, which develop hepatocelludarcinoma, has been previously
described® The transgen&vas integrated on the Y chromosome, so the developrof
hepatocarcinomaas restricted to male mice, which were backcrosgdd C57/BL6mice at
least 10-fold. Three major stages of the temportesgaogression of the HCC-TG mice and
angiogenic processes haween previously described: hyperplastic (4—8 weaksjlular(12
weeks), and diffuse carcinoma (from thd"igeek)>*’

Intracerebral U-87 MG glioma model. After whole body irradiation, male RH-rnu/run nude
rats (Harlan Sprague Dawley, Indianapolis, USA)eneoculated with 5 ul of U-87 MG cell
suspension containing 1fumor cells in right striatum.

Animal housing, handling, and all procedures inuajv mice and rats were performed
according to the guidelines governing animal careérance.

Antibodies and reagents: Commercially available antibodies were purchafedn the
following sources: VE-cadherin goat polyclonal aotdy (C19) and mouse monoclonal
antibody (clone BV9) (Santa Cruz Biotechnology, t8a@ruz, CA), phosphotyrosine 4G10
mouse monoclonal antibody (Upstate Biotechnologgjtiddm, MA), rat monoclonal mouse
VE-cadherin 11D4.1 (BD Pharmingen), rabbit polyebantibodies VE-cadherin-phospho
Y658, Y731 and Y685 (BioSource, CA); Syk mouse nobdmiwal 4D10 (Millipore, Billerica,
MA), rabbit polyclonal Syk-phospho-Y525,526 (Biosoe, CA), pl20 catenin mouse
monoclonal antibody (BD Biosciences, Franklin Lakdkl), the horseradish peroxidase-
conjugated or cyanin3-conjugated secondary ant#sodere from Jackson Laboratories, (Bar
Harbor, ME).

Recombinant human Tumor Necrosis Factor (ThR)as obtained from (Biosource,CA).
Active recombinant tyrosine kinase Syk was purctag®m Upstate Cell signalling
(Euromedex).

Cell culture:

Primary human umbilical vein endothelial cells (HBE®s)were isolated from the umbilical
vein as described previousty.

Endothelial cells were isolated from normal or H@@use liversat 16 week according to
Corlu et a! The cells were plated on collagen Il coated plate$ grown in EBM-2 medium
(EC basal medium-2, Clonetics Corp. San Diego, Sifplemented with 20% FCS.
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Syk- small interfering RNA (siRNA) transfection in HUVECs: HUVECs were cultured in
M199-20 % FCS. Before transfection, culture mediwms replaced by M199-5% FCS
without antibiotic for 8 hours. HUVECE x 10 cells) were transfected using the Amaxa
Nucleofector system, according to the manufactsrémstructions,using 50 nM control
SMART pool siRNA (UGGUUUACAUGUCGACUAA, UGGUUUACAUGUUGUGUG,
UGGUUUACAUGUUUUCUGA, UGGUUUACAUGUUUUCCUA) or Syk SMRT pool
SiRNA (AGAAAUGUGUUGCUAGUUA, CGGAAUGCAUCAACUACUA,
GAGCAAAUUGUCCUGAUAG, GCUGCGCAAUUACUACUAU) plus  3pimL
Dharmafect 2 (Perbio Sciences, Brebieres, Framee)d hours. The cells were then plated in
normal culture conditions and used at 36h4fst-transfection.

Site-directed mutagenesis of VE-cadherin cytoplasmidoman: The DNA sequence coding
for the wild type VE-cadherin cytoplasmic domainigeing the first nine amino acids) was
inserted into pQE30 (Qiagen, France) as describél groviding a N-terminal His tagA
Y658F mutation was introduced in the cDNA with QeickChange kit (Stratagene) using a
sense primer, 5’-ggacaccaccagcttcgatgttgtcggtgc-3nd  antisense  primer,  5'-
gcaccgacacatcgaagctggtggtgtcc-3’, according tontla@ufacturer's protocol. Mutation was
checked by sequencing (Genome Express, Meylan,c&raihe wild type and mutated
proteins were produced in BL21 bacteria (Stratagened purified by chromatography on Ni
beads.

In vitro kinase assay Methodology for in vitro kinase assay has beescdbed previously®
the synthetic peptide GEMDTTSYDVSNLNSVRRG (obtained from Eurogentec, Liége,
Belgium) was used in this study.

Immunofluorescence, Immunoprecipitation, SDS-PAGE,and Western blot analysis

were performed as described previously.

Data analysis:Each experiment was performed at least three timdsr identical or similar

conditions with comparable results.

Abbreviations:
The abbreviations used are: Gd-DOTA: gadoliniuntratezacyclododecanetetraacetic acid,

LSGS: low serum growth supplement, MRI Magnetic ddesice Imaging, PBS, phosphate-
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buffered saline; pTyr:Phosphotyrosine; SDS/ PAG&di®m dodecyl sulfate,polyacrylamide
gel electrophoresis, VE-cadherin; vascular end@hehdherin
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RESULTS

VE-cadherin is phosphorylated on tyrosine 658 in hgatocarcinoma.

To further extend our previous study on VE-cadheyirosine phosphorylation in
angiogenic tissues and to determine whether thacgss was implicated in tumoral
angiogenesis, we sought to focus on tumoral angiegje and vascular remodeling in animal
models. We first used transgenic mice developidgeatocarcinoma (HCC) in a multistep
angiogenic and tumor propgression This model wasadterized by a strong remodeling of
the tumor sinusoids accompanying the HCC prograssio

VE-cadherin expression was assessed by immunogjaom liver frozen sections.
The vascular network was positively labeled with-¥d&tlherin antibody, and, consistent with
previous observationd blood vessels exhibited enlarged, fused and hitarsinusoids
compared to their normal counterparts at 16-weElgute 1A) as previously describédTo
obtain a preliminary assessment of VE-cadherinsiyi® phosphorylation in HCC, the protein
was immunoprecipitated from early stage and diffaaecinoma tissue, and analyzed by
westernblotting. Lysates from the diffuse stage-{Egks) exhibited a much higher level of
phospho-VE-cadherin when compared to the early ipygstic stage (8-weeks) (Figure 1B).
We then used VE-cadherin phosphosites antibodiédetdtify the phosphorylated tyrosines.
Our data revealed remarkably that VE-cadhemrs phosphorylated on Y658 and not Y685 or
Y731 (Figure 1C). In addition, the level of VE-cadim phosphorylation at Y658
dramatically increased with tumor progression.

To confirm these data, we next sought to analyzec&d@herin in normal liver or
HCC-derived endothelial cells. The cells were ismlaand purified from mouse HCC tissue
and grown for 4 days (Figure 1D, upper panel). AEC-derived endothelial cells expressed
VE-cadherin at cell-cell junctions as shown by inmofluorescence labeling typical for
adherens junctions, distributed mainly at the pgexip of the cells (Figure 1D, lower panel).
Analysis of tyrosine phosphorylation of endothel@lls membrane-associated proteins
revealed a dramatic increase in the phosphotyrasgreal, especially for one band of high
molecular weight (125 kDa) when compared to the@rmmal counterparts (Figure 1E, left
panel) Western blots confirmed that HCC-derivedoghelial cells and normal liver derived
cells expressed VE-cadherin at the expected malecuweight (125 kDa protein).
Interestingly, VE-cadherin phosphosite analysieeaded the presence of pY658-VE-cadherin

in HCC-derived endothelial cells but not in norreér-derived cells, while protein extracts
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contained similar levels of VE-cadherin. These d#gmonstrate that Y658 is prominently
phosphorylated in HCC tumors-derived endothelidlscavhose phosphorylation status is
correlated with hepatocarcinoma progression andjagization of the vascular network.

VE-cadherin phosphorylation in rat glioma xenografts

We next assessed the VE-cadherin phosphorylatainssin an orthotopic rat model
characterized by development of aggressive andllyodavasive glioblastomas that
phenocopy the major characteristics of human glistoimas®'® These tumors are highly
vascular with leaky blood brain barrier as assessedynamic contrast enhanced MY
The tumors were localized by MRI (on post-contrgsimages) and dissected (T) and the
contralateral part of the brain was used as cotisslie (NB) (Figure 2A). As shown by VE-
cadherin immunostaining, tumors exhibited highescudar density and larger vessels
compared to normal brain, consistent with hypenrsization of the tumor (Figure 2B). The
analysis of total tyrosine-phosphorylated protam$oth tissues showed that normal brain
exhibited a few phospho-proteins while in the tuahdorain tyrosine phosphorylated proteins
were highly detectable ranging from 150 to 37 kDEgyre 2C). Western blots of
immunoprecipitated VE-cadherin showed that tumbrains exhibited a higher amount of
phospho-VE-cadherin, as compared to control tisfaigure 2D). Using phosphosite
antibodies, VE-cadherin was found to be phosphtegllanainly on Y658 and to a lesser
extent on Y731 and Y685 (Figure 2E).

TNF-a induces VE-cadherin phosphorylation at the site Y53
TNF-a is a known, potent inducer of permeability in roisculature, reported to be

expressed in several tumoral cells including in Hi@ved cell liné***

and also released by
tumor-associated macrophages.

Thus, we sought to determine the mechanisms indoive VE-cadherin tyrosine
phosphorylation in vitro using TNF on endotheliatlle (HUVECSs). . Increasing
concentration of TNFx (from 10 to 100 ng/mL)nduced a dose-dependent phosphorylation
of VE-cadherin within 15 min while the level of ewgsion of the protein remained
unchanged during this treatment time (Figure 3Agst#rn blots of whole TNE-treated cell
lysates with phosphosite antibodies showed that 8Y&&s the only residue whose
phosphorylation level increased in a THFeoncentration-dependent manner (Figure 3B).

These features suggest that VE-cadherin Y658 isagorntarget in TNFe activated-
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endothelial cells phosphorylation and might be nfc@al importance in TN+ induced-
inflammation processes.

Y658 phosphorylation is known to prevent pl20-cateassociation with VE-
cadherint? To further determine the consequence of TdNRduced phosphorylation at the
site Y658, we next sought to examine the assoaaifoVE-cadherin with p120-catenin in
TNF-a-activated endothelial cells. We found that, unctemtrol conditions VE-cadherin and
p120-catenin co-immunoprecipitate. However, upeattnent with TNF, the association of th
etwo proteins is largely impaired (Figure 3C).

We next investigated VE-cadherin/p120-catenin datioa in tumors, focusing on the
HCC model. VE-cadherin/p120-catenin association @etscted in tumor tissues at the early
hyperplastic stage (8 weeks), while p120 catenia m@longer associated with VE-cadherin
from the nodular stage (12 week), a time point tmancides with macrophage invasion and
the beginning of tumor sinusoid remodeling, tiletdiffuse stage (16 weeks) (Figure 3D).
Both in vitro andin vivo data on VE-cadherin-p120-catenin association weragreement
with VE-cadherin phosphorylation on Y658. The fdwt TNFe induced VE-cadherin Y658
phosphorylation in endothelial cells and that tpisosphosite was detected in tumors,
indicates that TNFe plays a role in tumor endothelial cell activatiarvivo.

TNF-a induces VE-cadherin Y658 phosphorylation in a Syklependent manner

To further extent the study, we sought to identif\ie potential tyrosine kinase
involved in VE-cadherin phosphorylation at site 86Because the tyrosine kinase Syk, an
important immunoregulatory protein, has been shtowplay a major role in endothelial cells
in a Syk-/- mouse stud$y”’, we sought to determine if Syk was involved in W&dherin
phosphorylation on Y658.

We first evaluated Syk activity upon TNFehallenge in HUVECSs. Using pY525-Syk
antibody targeting the active autophosphorylatiote, sone immunoreactive band was
detected corresponding to the expected moleculas m&Syk (72 kDa), which intensity was
increased in a TNk-dose-dependent manner (Figure 4A), suggestingSylatvas activated
in the TNFe pathway in endothelial cells.

To examine the role of Syk kinase in TNFhduced-VE-cadherin phosphorylation,
we generated a siRNA Syk to knockdown Syk actiuityHUVECs. The transfected cells
were then submitted to TNdé-challenge. The VE-cadherin level was not signiftba
different in siRNA Syk cells when compared to cohtcells, while the level of Syk

expression was abrogated. In the same time, dd\feluced VE-cadherin Y658
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phosphorylation was abolished in siRNA Syk treateils (Figure 4B). Together, these
observations indicate that VE-cadherin is signiftba phosphorylated at the site Y658 in
response to TNle-treatment in HUVECSs in a Syk-dependent pathway.

To confirm these results, we designedramitro kinase assay using the commercially
available active Syk and the recombinant VE-cadheytoplasmic domain, either wild type
(CD-VE-cad'") or site-directed mutated on Y658 (Y658F) (CD-V&#¢>") produced in the

d®°8F showed a

laboratory. A kinetic study in the presence of CB-¥ad’" or CD-VE-ca
Syk-mediated time-dependent phosphorylation ofMBecadherin cytoplasmic domain at the
residue Y658 as detected with the pY658-VE-cadharitibody (Figure 4C). In contrast,
when incubated with the CD-VE-c4d®", Syk did not phosphorylate the point-mutated
protein, which confirmed the data obtained with pi@sphosite antibody (Figure 4D). As a
control, we observed that the mutation Y658F ditimgair the tyrosine phosphorylation of
the domain by purified active Src kinase as showa kinetic kinase assay and the detection
of the Y685 site antibody (Figure 4E). Finally, wenfirmed that the site Y658 was a target
for Sykin vitro, using ann vitro kinase assay with the peptide encompassing tlgersite
Y658, andy*P-ATP which showed a time and dose-dependent pbogplion of the peptide
(Figure 4F). Altogether, our results show that Syectly phosphorylates the VE-cadherin
cytoplasmic domain on Y658 vitro, and is required for VE-cadherin phosphorylation o
Y658 in TNF{J-induced endothelial cells. We conclude that Sykeisponsible for direct

phosphorylation of VE-cadherin on Y658 in TNFactivated cells.
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DISCUSSION

VE-cadherin-mediated endothelial cell-cell juncBgulay a critical role imaintaining
endothelial cell barrier function, accordingly, theeakdown of the endothelial célarrier
leads to vascular permeability and remodeling, Wwhre associated with a number of disease
processes includingancer, inflammation, and ischemic injdiy’° Over the last ten years, the
importance of the processes of tyrosine phosphioylaf adherens junctions proteins have
emerged leading to the concept that the quiescedobteelium exhibits lower tyrosine
phosphorylated proteins as compared to activatedotealium in inflammation or
angiogenesis.More recently, several tyrosine sites in VE-caitheytoplasmic domain have
been identified in cell culture upon treatment vwadveral mediators involved in angiogenesis
or inflammation>?°

Our previous observation that VE-cadherin was ipm®phosphorylated in mouse
ovary and uterus during hormonally induced angiegex) prompted us to search for its status
in tumor mouse models previously documented foir teong vascular remodeling and
increased permeabiliy'® We examined the HCC model which displays markedoral
angiogenesis, mainly characterized by a strong defimg of the tumor sinusoids, and a
GBM model with increased permeability. We demortstffar the first time that in the two
tumor models used in this study, VE-cadherin wasmiypghosphorylated at site Y658, an
event that may be related to modifications in cell- junctions in tumor vessefs.
Interestingly in HCC, VE-cadherin was phosphorydatkem the nodular stage characterized
by a strong macrophage invasion and the beginnfnihe sinusoids remodelify These
results are in agreement with our previous datawstyp that VE-cadherin was not
phosphorylated in quiescent adult mouse tissueblyt in angiogenic ovaries and uterus
upon hormonal stimulatioh.lt may be suggested that the phosphorylation stafuVE-
cadherin in tumors might represent a signature ativaed endothelial cells and might
promote, in part, the tumor vascular remodeling.

Ourin vivo data showedhat the predominant site of phosphorylation of d4gtherin
in tumors was the tyrosine Y658. The phosphorytatibthis site has been originally studied
in vitro using a phosphomimetic tyrosine-to-glutanaicid mutation, which induced an
increase in monolayer permeability. Furthermore5& §hosphorylation was demonstrated to
be a regulator of p120-binding to VE-cadherin, whassociation is critical for VE-cadherin
junctional activity*>*® Our in vivo observations that VE-cadherin was phosphorylated o

Y658 andwas no longer a binding partner for p120 stronghggest that the observed
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increased vascular hyperpermeability of tumoralbbtloessels might be a consequence of
tyrosine phosphorylation of VE-cadherin at site 869 hesein vivo results highlight the
importance of phosphoY658 in the regulation of \éeheerin function.

Interestingly, we found only one VE-cadherin phasgpte in these tumors while both
Y658 and Y731 VE-cadherin phosphosites have besarebdin vitro in response to several
effectors including ICAM-1 engagement, and Cileioigit an angiogenesis inhibitbt™ It is
likely that the kinase responsible for the phosplation of Y658 be different from the kinase
responsible for the phopshorylation of Y731, eveough the identity of the latter kinase is
not yet documented. Indeed, among the nine tyrgshusphorylation sites in VE-cadherin
cytoplamic domain, the Y658 and Y731 have been shtmaplay a role in permeability by
site directed mutagenesis, but were not attribtteal specific signaling pathway. The use of
inhibitors and phospho VE-cadherin antibodies adéréct methods to identify the tyrosine
kinase responsible for specific VE-cadherin phosghtion sites. A pharmacological study
using both Src and Pyk2 inhibitors suggested these two tyrosine kinases were the actors
leading to Y658 and Y731 phosphorylatidi<Conversely, in pulmonary endothelial cells,
the tyrosine kinase fyn was suggested to be indolve TNF-a-mediated VE-cadherin
phosphorylation. These studies suggest that thtiaethip between tyrosine kinase signaling
and cadherin function is not yet well understood &rikely to be complex.

We demonstrated that TNE-participate in the mechanism regulating VE-cadheri
tyrosine phosphorylation which is consistent witbveral reports showing that TNF-
omediated paracellular movement of macromolecules is dependgon VE-cadherin
phosphorylation process&s® Although TNFe has been shown to activate several protein-
tyrosine kinases, c-Stt, p53/p56 lyr®, PyK2'*® and Etk/Bmx’, here we demonstrated
that the protein-tyrosine kinase Syk, is activaigdINF-a. These results are consistent with
previous reportshowing that Syk was involved in TNFsignaling®* Because Y658 is also
phosphorylated in tumors, we suspect that NI a potential mediator of endothelial
activation and hyperpermeability in tumor vessels tboggering a signaling pathway
implicating Syk. Using kinase assays and VE-cadheYi658F point mutation, we
demonstrated a direct phosphorylation of VE-cadhley Sykin vitro as well as the silencing
of this phosphorylation by Syk siRNA knockdowncellulo. This direct relationship between
Syk and the major endothelial cell-cell adhesionemae indicates the involvement of Syk in
cell-cell adhesion. Indeed, Syk-deficie®yk’) mice showed a lethal phenotype associated
with severe petechiae, diffuse hemorrhage, and nedogic abnormalities were revealed by

electron microscopy?®*° Interestingly, a recent study performed on bremsicer cells
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(MCF7 cells), showed that Syk localized at MCF7-awdll junctions and induced E-cadherin
tyrosine phosphorylatiom cellulo** Even though the tyrosine site is not already mdppe
E-cadherin, altogether, these findings supportidea that Syk is a key player in adhesion
processes in cancer and inflammation and mighesemt a therapeutic target.

Several clinical studies are on the way using aibitor of Syk which has been shown
active in a variety ofn vitro andin vivo models!*** For instance, a significant clinical
benefits at 12 weeks in a population of patientthvaictive rhumatoid arthritis receiving
methotrexate therapy has been descrfB&kcause vascular normalization of blood vessels,
has emerged as a strategytreat cancéf, the Syk—-mediated VE-cadherin phosphorylation
might be one important step to target in orderttengthen the cohesion of endothelial cells
together and to optimize the blood flow for cheneo#ipy delivery.
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LEGENDS FOR FIGURES

Figure 1: VE-cadherin in mouse liver hepatocellularcarcinoma

A. VE-cadherin immunostaining in normal and 16 we@ks)-aged transgenic mouse livers.
Scale bar: 150 um. The sinusoidal network is drevalt remodeled in the tumoB. VE-
cadherin phosphorylation was evaluated by immurepitation from HCC tissue lysates
(stages 8 and 16 weeks) and westernblotting ushmggpghotyrosine (pTyr) antibody and
reprobed with VE-cadherin (VE-cad) antibod.. Western blot analysis of hepatocarcinoma
tissue lysates (stages 8, 12, 16 weeks) using pYB8658, pY731-VE-cadheriand VE-
cadherin antibodiesD. Upper panel: phase contrast microscopy of liverC-tferived
endothelial cells obtained as described in Materad Methods. Scale bar: 300 um. Lower
panel: VE-cadherin immunostaining of liver-deriveddothelial cells. Scale bar: 50 pB.
Protein extracts from normal (N) or transgenic (HG®&er-derived endothelial cells were
analyzed by SDS-PAGE and Western blotting usingpthgr(left), pY685-VE-cadherin and
VE-cadherin (right) antibodies.

Figure 2: VE-cadherin in xenografted human gliomam rat

A. Post Gd-DOTA Tmagnetic resonance image of rat brain (NB: Normainp T: Tumor)B.
VE-cadherin immunostaining of rat brain frozen s@w. Scale bars: 200 pr@. Tyrosine
phosphorylated proteins from normal and tumoralnbreere analyzed by SDS-PAGE and
western-blotting using pTyr antibody. Molecular gleti marker scale is on the lel.VE-
cadherin was immunoprecipitated from tissue lysated subjected to SDS- (PAGE) and
western blot with pTyr and VE-cadherin antibodiEs.Cell lysates were analyzed by SDS-
PAGE and western blotting with the pY685, pY658 @¥31-VE-cadherin antibodies and
reprobed with VE-cadherin antibody.

Figure 3: VE-cadherin phosphorylation on Y658 in TNF-a-treated HUVECS:

A. Confluent HUVECs were serum starved for 12 hdwefore stimulation with increasing
concentrations of TNEr (10 to 100 ng/ml). Immunoprecipitation of VE-cadhewas
performed from cell lysates and analyzed by SDS-PA(Gd westernblotting using ptyr and
VE-cadherin antibodiesB. VE-cadherin phospho-site analysis: cell lysatesnf TNF-a-
treated cells (0 to 50 ng/ml) were analyzed by $IA&E and western blotting with the
pY685, pY658 and pY731-VE-cadherin antibodies.C,D: VE-cadherin
coimmunoprecipitation with p120-catenin was immuegfpitated and subjected to SDS—
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE).
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Figure 4: TNF-o induces VE-cadherin phosphorylation in HUVECSs in aSyk-dependent
manner

A. Confluent HUVECSs, were serum starved for 12 hdagfore stimulation with increasing
concentrations of TNle: Total cell lysates (20 pg) were analyzed by SI2&P and western
blotting using pY*Syk antibody as well ag-tubulin antibody for loading controlB.
HUVECs were transfected with either control SiRNBTL siRNA) or Syk siRNA (Syk
siRNA) as described in Materials and Methods, amtewtreated with TN 100 ng/ml
(+TNF) or PBS (-TNF). The cell lysates were sulgdcto SDS-PAGE and Western blot
analysis with antibodies directed against indicapedteins. Western blot of cell lysates
revealed that expression of VE-cadherin gadctin were not affected by transfection of
control or Syk siRNAs. Transfection with Syk siRN#kocked down Syk expression as
expectedC. Recombinant VE-cadherin cytoplasmic domain (CD-648") was incubated at
37°C for 0 to 20 min with 2xI® unit of active Syk. Reaction products were separdty
SDS-PAGE and analyzed Western blotting with thécetéd antibodies. Coomassie staining
was used as loading controD Similar experiment using the mutated VE-cadherin
cytoplasmic domain (CD-VE-cadY658H]). Similar experiment using CD-VE-cadY658F as
substrate and Srk kinase instead of Sykin vitro phosphorylation of the synthetic peptide
MDTTSY®®DVSN by Syk kinase. Upper paneincreasing amounts of peptide were
incubated at 37°C for 20 min in the presence of I8gise andyf**P]JATP. Bottom panel: 20
g of peptide were incubated for 0 to 20 min inspree of Syk kinase (2xtnit) and §-
32P]ATP. The reaction products were analyzed by SP&P and the radioactive peptides

were visualized by autoradiography.
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.3 Discussion : Phosphorylation sur tyrosine démséseau vasculaire

tumoral

» Etude dans les hépatocarcinomes:

De facon intéressante, nous montrons dans cettie axistence d’'une forme phosphorylée
de la VE-cadhérine dans les tumeurs de foies desssadultes. Dans ce modéle, tous les
animaux transgéniques développent une progressioorale parfaitement reproductible
selon la séquence suivante : hyperplasie cellutematocytaire précoce jusqu'a la 8e semaine
de vie, nodules dysplasiques de la 8e a la 12eisenmeépatocarcinome diffus a partir de la
12e semaine désorganisant totalement l'architebgpatique. L'hyperangiogenese objectivée
par plusieurs marqueurs endothéliaux précede leeloi@pement de [I'hépatocarcinome.
L’analyse de la vascularisation de tissus hépasiguerins réalisée par immunofluorescence
avec un anticorps anti-VE-cadhérine montre un restage du systéme vasculaire hépatique.
Dans ce modeéle, de nombreux acteurs de I'angiogeasst été identifiés , d’'une part, le
VEGF qui a un role crucial au cours de I'angiogen@®rrara, 1998, mais aussi d’'autres
molécules telles que les éphrines, et le systeiite-detch Dupuy, 2009

Outre, la stimulation de cellules endothéliales pas agents de I'angiogenese, I'activation
entre 'endothélium par les macrophages et leskays inflammatoires n’est pas a exclure..
Cependant, malgré la présence de tous ces stimalseul site de phosphorylation de la VE-
cadhérine a été détecté , la tyrosine Y658, reniggmtocessus complexe a expliquer au plan
tissulaire. La mise enjeu de kinases mais ausphdsphatases peut conduire a un équilibre
dont la résultante est la seule détection du $8Y

» Etude dans les tumeurs cérébrales chez le rat:

Ces tumeurs implantées chez le rat présentent dawadies de la barriere neuromeningée
visibles et mesurables en IRM (collaboration avedR@my a Grenoble a I'Institut des
Neurosciences), de méme que des modifications mhegadilité. Dans ce modele de tumeurs
cérébrales, il s’est averé que la VE-cadherin@ssphorylée sur tyrosine, ce qui n’est pas le
cas dans le tissu sain et qui confirme nos donag&sieures montrant que la VE-cadhérine
n'est pas phosphorylée dans les tissus adultesendothélium est quiescentLgmbeng,
20095.
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Le site majoritaire de phosphorylation identifiendda VE-cadhérine est aussi la tyrosine 658,
méme si les facteurs médiateurs impliqués dansadelm tumoral ne sont pas identiques a
ceux trouvés dans HCC. Dans les tumeurs cérébréilegression de VEGF, FGF,
angiopoietine a largement été documentée. Les gdiresnde mesure de volume sanguin, de
flux et de perméabilité realisés dans I'équipe ddrémy, identifie une masse tumorale
richement vascularisée et perméable au Gadolinmoigcule utilisée pour les IRM. Ces
modifications de perméabilité in vivo sont a metem relation avec linteraction VE-
cadhérine-p120 qui est modifiée suite a la phosgpaion sur le site Y658, et pointent en
avant I'importance de ce site pour le contréle’derhéostasie vasculaire.

Cette interaction avec pl120 est un mécanisme pdiaopour le maintien de la jonction
adhérente composée de VE-cadhérine. La protéin@ pllangtemps été considérée comme
un senseur de la VE-cadhérine dans les cellulestlegéithles mais aussi de la E-cadhérine
dans les cellules épithélialelydr, 2004, Reynolds, 2004 En 2005, I'équipe de Xiao a pu
mettre en évidence le role de la protéine p120 damsrnalisation de la VE-cadhérine
dépendante de la clathrine. En effet, en fusiontardomaine cytoplasmique de la VE-
cadhérine avec le récepteur de I'IlL2 (InterLeukiBg linternalisation de la protéine
augmente de facon accrue et colocalise avec Ihatisation de la VE-cadhérine endogéene..
Par la suite, ils ont réalisé des essais d'intesatibn avec cette chimere ainsi que des tests de
biotynilation qui ont conduit a la conclusion q@ed120 inhibe I'internalisation de la VE-
cadhérine dépendante de la clathrine de faconspésifique Xao, 2005. Cette approche
montre encore l'importance du domaine intracelteladle la VE-cadhérine, capable de
provoquer linternalisation dépendante de la clathrmais aussi de cibler ensuite les
compartiments intracellulaires correspondants.

Toujours concernant le domaine cytoplasmique d¥Hacadherine, c’est par mutagenése
dirigée gu’'a été montrée l'importance des sites 8&@b Y731 dans la liaison de la VE-
cadhérine a ses partenaires cytoplasmiques. Alossqu’elle sont phopshorylées, les
tyrosines Y658 et Y731 ne se lient plus a pl20 aep-katénine respectivement. Tres
récemment, c’est I'étude de la transmigration dmascdcytes qui a permis de mettre en
evidence un réle majeur de la protéine p120 etitdupkosphorylé Y658 de la VE-cadhérine
(Alcaide, 2008. Ces différentes études corroborent nos obsenatie la phosphorylation du
site Y658 corrélée avec une dissociation de lagmetpl20-caténine et une désorganisation

du réseau vasculaire.
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> Implication du TNF alpha et réle de la tyrosine kirase Syk

L’étude de mécanismes moléculaires de la phospditargl du site Y65&nt été réalisés en
culture cellulaire avec le TNF cytokine pro-inflammatoire largement impliquéensldes
mécanismes communs a l'inflammation et au cancesi ajue dans les mécanismes de
transmigration leucocytaire et de perméabilité ¢émélale (cf & 1.2 introduction). Cette
cytokine utilisée sur des cellules endothélialex@lture a permis de mettre en évidence la
phosphorylation du site 658 de la VE-cadhérinec@mélation avec une augmentation de la
perméabilité endothéliale. L’existence de la phosglation sur tyrosine de la VE-cadhérine
en réponse au TNF a été démontrée en 2B0&fiaku, 2002, mais les sites n’étaient pas
identifiés. Depuis la production et la commercatien des anticorps antiphospho-sites, ces
outils ont permis lidentification du site Y658 e@ponse au TNF. Cependant, ces outils ne
permettent I'identification des kinases impliquétlme tyrosine kinase a particulierement
attiré notre attention dans cette étude, c’esgriastne kinase Syk dont I'invalidation génique
a montré une létalité embryonnaire avec des défagsulaires et des hémorragies, illustrant
un réle majeur de cette kinase dans I'homéostasewaire. Nous avons pu montrer qu’elle
est responsable de la phosphorylation sur la Ye&s8&dVE-cadhérine, notamment par des
expériences de SIRNA et de mutation ponctuelle dmaine cytoplasmique de la VE-
cadherine.

Le role et la signalisation induite par Syk sontimsobien connus dans les cellules
endothéliales. Son rdle est d’ailleurs controvezsé&emble différent en fonction du tissu
incriminé. Par exemple, au niveau des celluleshépitles tumorales mammaires, Syk est
décrit comme un régulateur négatif de la progrestimorale Coopman, 2008, alors que
dans les cellules hématopoiétiques et plus padremhent les neutrophiles, elle a un réle
activateur et est nécessaire a I'adhésion du nghiteosur les cellules endothélialé&éper,
2006. Dans les cellules endothéliales, il a été mogtre Syk est nécessaire a la migration et
la prolifération. En effet, I'utilisation d’'un domant négatif de Syk empéche la migration et la
prolifération des cellules endothélialésatome, 200). De plus, Syk peut étre activée par la
protéine kinase @-en réponse a un agent inflammatoire, la thromKBig, 2008). Trés
récemment il a été montré que la production viaN€&a d’'une interleukine importante liée a
'agressivité de la Polyarthrite Rhumatoide, I'll2,3nécessite l'activation de Syk, et,
ultérieurement, de la voie PK& Jun dans les fibroblastes synoviaduf, 2009). Méme si

les voies de signalisation liées a I'activationSi& sont loin d’étres éclaircis, I'activation de
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Syk par la protéine Kinase &en réponse a I'histamine a été montrée. Il erpest étre de
méme dans les cellules endothéliales stimuléelepgadiF-o .

L’exemple de la tyrosine kinase Syk est fort iné8ent, en effet, des traitements a base de
molécules qui visent a inhiber son action (Fostanie®) ont été montrés efficaces dans la
Polyarthrite  Rhumatoide et les allergies, c'estr@-dles suractivations de voies de
signalisation de l'inflammatiorfeinblatt, 2008, Masuda, 2008, Lee, 2008).

Ces résultats conduisent a un modeéle possible simalation endothéliale en réponse au
TNF-o qui établit un lien certain entre les mécanismespdrméabilité endothéliale liés a

I'inflammation résiduelle observée au sein du réssadothélial tumoral.

in vitro TNF Induces P-Tyré*8-VE-cadherin

In vivo P-Tyré58-VE-cadherin exists (2 models of inflammation and cancer)
TNF R

] = |

N/
=
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/ Endothelial permeablitty

\ I!

Schématisation du mécanisme de phosphorylation da VE-cadhérine sur le site Y658.
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. PHOSPHORYLATION SUR TYROSINE DE LA VE-CADHERINE DANS
L'INFLAMMATION:

Il. 1 Contexte:

La réaction inflammatoire est naturelle et trekewdil'organisme. Elle accompagne la réaction
immunitaire, la rend plus spécifique et contribukemination de l'agent pathogéne et a la
réparation des tissus lésés en favorisant le reslleavent cellulaire. Cette réaction est
strictement contrélée par de nombreuses protéireslinflammation. Les médiateurs
circulants qui sont actifs a la suite d'une casat@leéactions peuvent agir directement sur
I'endothelium vasculaire par I'intermédiaire degpteurs membranaires spécifiques.

Nous avons réalisé une étude dans le contextendgsealémes (AE) bradykiniques ou la dé-
régulation du systéme protéasique kallicréine-ldainonduit a un déclenchement soudain de
crises d'cedéme facial ou laryngé dont la sévégessite la mise en place d'outils de
diagnostic précoce. Au plan moléculaire, une caschdctivation de protéases conduit a la
libération de bradykinine qui agit sur les celluxlothéliales par fixation sur son récepteur
B2 et déclenche une modification de la perméabittddothéliale. Les mécanismes
moléculaires mis en jeu sont mal connus. Le butete étude a été de mieux comprendre
I'impact des effecteurs impliqués dans I'angioed@akicréine-kinines) sur I'endothélium et
de determiner si au plan moléculaire, la VE-cadigpouvait etre modifiée et présenter un
intérét en tant que marqueur de sévérité de ladieala

I1.2 Article 2
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Capsule Summary
In Hereditary angioedema (HAE), because of Cl-imdildeficiency, plasma kallikrein and
bradykinin are released during attacks leadingheodmergence of a truncated human VE-

cadherin moiety in patients’ serum. This is a poéiomarker of an HAE attack.

Key words

Hereditary angioedema, vascular permeability, oegdmradykinin, kallikrein, VE-cadherin
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To the Editor:

Hereditary angioedema (HAE) is characterized byment episodes of edema that can be
life-threatening if not treated properly [1,2].i# an autosomal dominant inherited disease,
caused by C1 Inhibitor (C1Inh) deficiency due totations in theSERPINGI1gene. Clinh, is
the major serine protease inhibitor (SERPIN), whosén function is the control of activation
of the contact phase, fibrinolysis, complement amwédgulation [3]. Because of Clinh
deficiency in HAE, the plasma proteolytic cascades activated during an attack (plasma
kallikrein (KK) and coagulation factor Xlla) andwsgal vasoactive substances are generated.
Among these, bradykinin (BK), has been shown tohieepredominant mediator of enhanced
vascular permeability in HAE attacks acting throwgg®nbinding to its cognate receptors on
endothelial cells [3,4].

Microvascular permeability is tightlgontrolled by a series of complex interactions lesmv
junctional proteins that contribute to the maintes®ea of apical-basal polarity, as noted by
Prado et al [5]. Changes in endothelial barriecfiom accompany most of the inflammatory
conditions that are associated with many systeisigage states. In the endothelium, adherens
junctions are formed by the transmembrane adhegsieéein VE-cadherin, as noted by
Vestweber [6]. The integrity of the endothelial lemdll junction depends on the adhesive
function and cell surface expressiminVE-cadherin as well as the ability of VE-cadneto
bind to the underlying cytoskeleton [@revious studies have demonstrdtet disruption of
cell-cell junctions depends on VE-cadherin tyrogphesphorylation or cleavage, as noted by
Wallez et al and Hermant et al [7,8].Therefore, @lored whether VE-cadherin was
involved in the pathogenesis of HAE.

VE-cadherin is expressed at endothelial cell-agticfions at the periphery of the cells (see
Figure 1A, 1B). VE-cadherin Western Blot analysisifg mouse monoclonal antibody to the

extracellular domain of human VE-cadherin (clone 9BV of cell lysates allowed

113



determination of the molecular mass of the wholetgon (125 kDa) and its extracellular
domain (90 kDa) (see Figure 1C) [9]. VE-cadheriruselevel was measured in a 54 years
old female HAE type | patient with low plasma Chiimitor level (12% normal range) and a
de novomis-sense mutation in the Cl-inhibitor gene (P4t4%1). The blood samples were
taken during an attack (one from the oedematoud agn) and between attacks (one before
and one after an episode). The 90 kDa VE-cadhetmaeellular domain was detected in the
serum of the patient during the acute attack (sgar& 1D, lane 2) while it was barely
detectable before and after the attack (see FigDrelanes 1 and 3, respectively). Standard
scanning and image intensity analysis performed! andependent immunoblots showed a
significant increase (p<0.01) in the average dgrsitthe low MW anti-VE-cadherin band
observed during the attack, as compared to thelibassituation (see Figure 1E). The
emergence of this split product and its extentsagaificantly associated (p<0.001) with the
increase in plasma kininogenase activity (64.16rnol/mL/min before the attack, 396.9 +
28.5 during the attack and 56.6 = 5.1 after thecat{see Figure 1F)) [10].

To explore one possible molecular mechanism leathnyE-cadherin cleavage from the
endothelium, we investigated in a cell culture peability assay the effects of BK and
kallikrein (KK), two powerful mediators of an HAEttack. Using a FITC-dextran cell
permeability assay, we demonstrate that BK’{p and KK (10’M) increased human
umbilical vein endothelial celliHUVEC) permeability to the same extent as EGTAN(Y),
used as a positive control (see Figure 2A). Releds¥E-cadherin from HUVEC was
measured after 2 to 4h BK (I81) stimulation or 0 to 120 min KK (IfM) treatment. BK
stimulation induced a time-dependent release of twWh-cadherin fragments that
corresponded to a molecular mass of 90 kDa. Thesgpnints are almost undetectable in
untreated cells (see Figure 2B). In a similar mankK induced 90 and 75 kDa VE-cadherin

release within 15 min, which increased up to 126 (see Figure 2C). The 75 kDa fragment

114



was not seen in plasma. We hypothesized that wbiaredallikrein is added to endothelial
cells, its protease activity in inducing VE-cadhetieavage is greater than that of kallikrein
in plasma.

VE-cadherin release during protease incubationfaster than after BK stimulation, which is
in agreement with a direct proteolytic action of Kit VE-cadherin. In support of this
concept, the amino-acid sequence of the VE-cadhextracellular domain contains two
putative cleavage sites for the protease KK atpbptide bonds R:-T*? and R®-T°%
(sequence ID P03952) that could lead to the obdergeand 90 kDa fragments respectively.
We thus hypothezised that kallikrein could directiieave the VE-cadherin from the
microvasculature during an HAE attack in vivo, legdto release of the 90 kDa fragment
into the patient’s blood. To test this hypothesig, performed amn vitro proteolytic assay
using purified human plasma KK and an endothelll lgsate containing a high amount of
VE-cadherin as substrate. The reaction was ruif& 8or 0 to 120 min. KK induced a time-
dependent decrease in both the 125 and 90 kDa fofriw&-cadherin (see Figure 2D). In
addition, after KK challenge, VE-cadherin immunastay showed several intercellular
openings between adjacent cells (see Figure 2Edgaiher, these results support the idea
that the mediators of HAE attack induce VE-cadhel@avage, an event that might contribute
to HAE increased endothelial cell permeability.

Previous studies have demonstratbdt disruption of cell-cell junctions depends upon
intracellularkinases and/or phosphatases. Indeed, VE-cadheasig phosphorylation is a
generaimechanism involved in weakening of the endothelel barrier resulting from cell
stimulation by growth factors and inflammatory dyitees, as noted by Wallez et al [7]. BK
receptors are G protein-coupled receptors thatactiwate the intracellular tyrosine kinase
pathways. We found that BK induced VE-cadherin gyme phosphorylation in HUVECs

within 5 to 10 min (data not shown), suggestingt tlda link between VE-cadherin
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phosphorylation and cleavage cannot be excludade she phosphorylation occurs within a
few minutes, while the truncated form of VE-cadhenas detected in the culture medium

after 30 min.

In conclusion, the detection of a soluble VE-cadher the patient’s serum during an HAE
attack might have potential clinical interest aBi@marker to assess disease severity.As we
have shown that both BK and KK have a direct effattpermeability, it is possible that a
combination of a KK inhibitor (ecallantide) and @ Beceptor antagonist (lcatibant) could be

used to treat a severe attack.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: VE-cadherin extracellular domain in HAE patienimgde. A, Phase contrast
microscopy of cultured endothelial cells Scale B&{ 'm. B, VE-cadherin immunostaining.
Scale bar: 50/m. C, VE-cadherin immunoblot on HUVECB, VE-cadherin immunoblot of
HAE patient serum samples out of attack (lane @jind the attack (lane 2) and after the
attack (lane 3).E, Densitometric analysis of VE-cadherin immunobla&spressed as

absorbance values (mear2 SD, n=4)F, plasma kallikrein (KK) levels (mean2SD, n=4).

Figure 2: Bradykinin induced increased endothelial perméstiihrough a process involving
VE-cadherin proteolytic cleavagé, In Vitro Vascular Permeability Assay, on endothelial
cells treated for 4 hours, with either BKM, KK(10'M) or EGTA 1mM (positive control)
(meant SD, n=3).B, VE-cadherin content of conditionned media fromtunglated cells,
BK-stimulated HUVECs (18 M) for 2 to 4 hours (HUVEC extracts was loadedpasitive
control (5 ng). (n=3L, VE-cadherin content of conditionned media from K&K6 units)
treated cellsD, In vitro VE-cadherin (0.5 pg) cleavage by KK (0.6 U) (n&3)VE-cadherin

immunostaining after KK treatment (0.60 U/for 60n)nfn=4) Scale bar: 50m.
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I1.3. Discussion

Les angioedemes (AE) bradykiniques résultent ddélaégulation du systéme protéasique
kallicréine-kinines consécutive soit a I'absence geotéine inhibitrice du systéme
(Clinhibiteur): AE héréditaires de type | et Iljts® un excés du facteur Hageman (protéine
initiatrice de l'activation) : AE héréditaire depiy Ill, soit a une diminution des enzymes
dégradant la bradykinine (enzyme de conversionaggibtensine, aminopeptidase P): AE
sous inhibiteur de I'enzyme de conversion de l'atejisine. Le caractére soudain de
déclenchement des crises d'AE de méme que leuritgéévécessitent la mise en place d'outils
de diagnostic précoce.

Au plan moléculaire, la bradykinine libérée agit s cellules endothéliales par fixation sur
son récepteur B2 et déclenche une modificationadeetméabilité endothéliale et 'cedéme.
Les mécanismes moléculaires mis en jeu sont maiusorNous avons pu démontrer: 1/la
présence du domaine extracellulaire de la VE-cadbd®0 Kda) dans les milieux ce culture
de cellules endothéliales aprés action de la biathg et la kallicréine. 2/ un clivage in vitro
de la VE-cadhérine par la kallicréine. 3/ la détecdu fragment 90 kDa dans les sérums de
patients ayant un AEH corrélée a I'activité kinidogse, 4/ la phosphorylation de la VE-
cadhérine en induite par la Bdk sur le site Y658s @ésultats permettent de proposer un
mécanisme moléculaire d'augmentation de la pernii@at@ndothéliale dans I'AE par
modification de la VE-cadhérine, protéine adhésivajeure responsable de lintégrité de
I'endothélium vasculaire.

Nous avons poursuivi cette étude par des expésesceculture cellulaire de l'influence du
TNF-a sur le clivage de la VE-cadhérine. Dans un prer@gmps, nous avons analysé des
milieux de cultures de cellules endothéliales apraisement au TNF- afin de savoir si un
fragment de VE-cadhérine pouvait y étre retrouvgs mmilieux prélevés entre 0 a 90 minutes
ont été analysés par western-blot avec un antiatirjg® contre le domaine extracellulaire de
la VE-cadhérine. Un fragment de VE-cadhérine qurma 90 kDa et qui correspond bien au
domaine extracellulaire de la VE-cadhérine estotsté. La libération de ce fragment est
augmentée en fonction du temps de stimulation @dsles avec le TNFa et n'est pas
present dans le milieu de cellules non stimulées.

Dans un second temps et pour amorcer la réflexionla relation potentielle entre la
phosphorylation de la VE-cadhérine et son clivages concentrations croissantes de
Sorafenib (capable d’inhiber la phosphorylationlal&/E-cadhérine sur la tyrosine Y658 en

réponse au TNk cf chapire 2) ont été ajoutées aux cellules HUVECL le milieu de ces
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cellules a ensuite été analysé. Un controle négaite effectué en utilisant du DMSO qui est
le produit de solubilisation du sorafenib. En régmau TNF, une importante augmentation de
la quantité de VE-cadhérine clivée est retrouvérsda milieu de culture et la bande
correspondant a ce domaine extracellulaire de lac&ihérine est partiellement diminuée
lorsque les cellules sont prétraitées avec le 8nifaf(concentrations croissantes de 10, 20 et
40 uM).

L4
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Timefmin) o 45 60 410 30 60 75 90 (f’ & & Sorafenib(uM) e
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Figure 1: Etude du clivage de la VE-cadhérine in iro. Les cellules HUVECs sont
stimulées avec le TNFet les mileux de culture prélevés et analysés Baeticorps BV9. A)
Etude de la cinétique d’apparition du fragment &l&v 90 kDa de la VE-cadhérine apres
stimulation avec le TN& B) Etude de I'effet du sorafenib sur le clivageld VE-cadhérine
(concentrations croissantes de 10, 20 et 40uM)

Au total, nous montrons pour la premiéere fois igate de la partie adhésive de la protéine
par des protéases impliguées dans I'AE. Ces dorassgiées a la détection du domaine
extracellulaire dans les sérums de patients valatrifutilisation de cette protéine comme
marqueur de sévérité ou de suivi thérapeutique 'alggibedeme bradykinique,a VE-
cadhérine largement étudiée au plan moléculaiésegnte ici un intérét potentiel en clinique
dans le cadre d’'une pathologie inflammatoire rasgsmui peut étre mortelle et pour laquelle
les marqueurs biologiques sont manquants. L’étude cette protéine dans plusieurs
pathologies étendra le champ d'utilisation potéletien clinique d'un dosage de VE-
cadherine. Par ailleurs I'étude des mécanismes auldiées du clivage de la VE-
cadhérine sont encore peu avancés. Il y a forhagrajue les processus de phosphorylation et
clivage sont liés, car des études cinétiques naisnmmntré que la phosphorylation sur
tyrosine précéde la détection de la forme clivéesdies cellules traitées par la bradykinine
mais aussi le TNF et le VEGF. Depuis longtempsstlconnu que ces agents augmentent la
perméabilité, mais du fait de la compléxité desdies voies de signalisation intracellulaire ,

aucun lien direct entre proteases et kinases warerété directement émis.
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CHAPITRE Il : INHIBITEURS POTENTIELS DE LA
PHOSPHORYLATION SUR TYROSINE DE LA VE-CADHERINE
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INHIBITEURS POTENTIELS DE LA PHOSPHORYLATION SUR TY ROSINE DE
LA VE-CADHERINE

11.1 Contexte:

> Inhibiteurs de tyrosine kinases

Dans les cellules humaines cancéreuses, les RTK ssmvent hyperexprimés ainsi que
d’autres activités tyrosine kinases, des 1988, éteadémontré que certains inhibiteurs des
tyrosines kinases pouvaient étre assez spécifiquemgeluire la croissance tumorale ou
empécher la mort cellulaire. Un grand développenmntces inhibiteurs a vu le jour et
certains sont utilisées en cliniques (thérapiekes).

Ainsi le Sorafenib est une molécule qui inhibe inake Raf, mais aussi d’autres tyrosine
kinases comme le récepteur duVEGF 2 et 3, le PDRI&d|et-Derived Growth Factor) et c-
kit. Cette molécule est utilisée dans les cancerseth primaires (carcinomes avancés du
rein) et le cancer du foie essentiellement. ll@réts sur le marché en 2006 et autorisé a la
vente en Europe en 2007 pour le cancer du foie.

Il existe d’autres molécules issues de composéslépflavonoides connues pour avoir un
effet inhibiteur sur les tyrosines kinases, il #ade la génistéine et de ses dérivés. La
genistéine a été reconnue efficace dans le traiterde cancer de l'estomac induisant
'apoptose des cellules cancéreugbdu, 2004, Cui, 200k Ces mécanismes passent aussi
par un effet sur 'angiogenes&y, 2005. Ces molécules sont souvent hétérocycliques,
extraites de plantes et se comportent comme depéatdeurs de I'ATP nécessaire a la

tyrosine kinase.

» Antiangiogenes et Inhibiteurs de tyrosine kinase agiogeniques

En 1998, I'équipe du Dr.Folkman a identifié deuxtiaamiogenes, l'angiostatine et
I'endostatine, inhibiteurs de la croissance endialb¢é qui réduisent le volume tumoral.
Depuis 2003, de nombreuses molécules ont été dédeawapables d’inhiber 'angiogenése
et sont actuellement a I'étude afin de mettre eidedce les mécanismes de signalisation
impliqués dans cette inibition. Les inhibiteurs #®ases angiogénes, préviennent la

formation et la croissance des vaisseaux sanguins mpurrissent » la tumeur
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> Intérét de développer des inhibiteurs de phosphorgtion de la VE-cadherine:

La VE-cadhérine phosphorylée est dissociée de agenaires cytoplasmiques et n‘assure
plus une bonne cohésion endothéliale. Empéches phatipshorylation pourrait permettre un
bon rétablissement de la cohésion des capillaine®itaux et un flux sanguin plus régulier
pour optimiser une meilleure délivrance de la cbitmérapie adjuvante au sein de la tumeur.
En effet les antiangiogenigues ne sont jamais adinds seul mais toujours en association

avec la chimiothérapie.

II.2. Résultats expérimentaux:

Nos données in vivo démontrant I'existence de lasphorylation de la VE-cadhérine dans

plusieurs pathologies cancéreuses ou inflammatoiessociées a des processus
d’hyperangiogenése avec capillaires modifiés , eperméabilité accrue (angiodeme), nous
amenent a penser qu'un dévelopement d’inhibitearsatte phosphorylation pourrait cibler

cette vasculature modifiée. Des travaux ont étlisgzautilisant de I'angiostatine, des peptides
synthetiques mimant les site de phosphorylationSdrafenib et des dérivés de la genisteine
(collaboration Pr A Boumendjel, Chimie, UJF Grembl

> Effet de l'angiostatine

L’angiostatine a été testée sur des cultures deleglendothéliales HUVECs en présence ou
en absence de VEGF. Dés une mn de traitement, @Fv&igmente fortement le niveau de
phosphorylation sur tyrosine par rapport aux ceuhon stimulées, ce qui atteste la
fonctionnalité du récepteur de VEGF (Figure 1 AB).phosphorylation de la VE-cadhérine
suivie aprés immunoprécipitation et westernblot,séisnulée par le VEGF alors que I'ajout
de concentrations croissantes d’angiostatine M7h, 1 et 2,5 pg/ml) inhibe de fagon dose-

dépendante cette phosphorylation (Figure 1C)

» Effets de peptides

Comme nous avons mis en évidence au préalableaguie-cadhérine est phosphorylée sur le
site Y685 en réponse au VEGF, nous avons test@ét'dfi peptide synthétique contenant la
tyrosine Y685 et celui contenant la tyrosine 645 des cellules endothéliales traitées au
VEGF. Alors que le peptide Y645 n’affecte la phasptation VEGF dependante de la VE-
cadhérine, le peptide 685 semble entrer en conpest en partie bloquer I'effet du VEGF
sur la VE-cadhérine (Figure 1D).
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Figure 1 : Effet de I'angiostatine sur la phosphoriation sur tyrosine de la VE-cadhérine
en réponse au VEGF.A: Cinétigue de phosphorylation des protéinessds cellules
HUVECSs en réponse au VEGF (1, 5, 15 et 30 mindtd€)0ng/ml). B : Immunoprécipitation
de la VE-cadhérine et immunoblotting anti-phosphagine et VE-cadhérine dans les cellules
HUVECs apres stimulation au VEGF (A). (C) : Meém@pdrience que la précedente aprgs
stimulation des cellules pendant 30 minutes ave¢HG&F et traitement au préalable avec
'angiosatine (fragment K1-4 4 0,1, 0, 75, 1 etj2¢8ml)

» Effets du Sorafenib

Le Sorafenib réduit la perméabilité endothélialesdle modéle de tumeurs cérébrales de rat
(chapitre 1). Dans ce modele, le TNFest la cytokine incriminée dans la phosphorylaton
siteY658 de la VE-cadhérine et nous avons monteélgikinase responsable est la tyrosine
kinase Syk (chapitre I, publicatigfl). Des cellules traitées par des concentratiomissantes

de Sorafenib (10, 20 et 40 uM), puis stimuléesl@arNF-o présentent une inhibition de la
phosphorylation de la VE-cadhérine sur le site Y6®B8gure 2 A). Dans une cinétique de
phosphorylation in vitro par Syk du domaine cytgptéique de la VE-cadhérine sauvage ou
muté Y658F en présence de Sorafenib, aucune maitiliincn’est observée (Figure 2 D). De
méme, I'autophosphorylation de Syk n’est pas afieqiar des concentrations croissantes de

Sorafenib (10, 20, 40uM). Ces résultats nous peemietle conclure que I'inhibition observée
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sur les cellules stimulées par le ThFRYest pas due a une inhibition directe de la tyes
kinase Syk. Une kinase intermédiaire dans I'adtivatle Syk en réponse au TNF est sans
doute la cible du Sorafenib, peut étre la PK-C.

Le TNF induit le clivage de la VE-cadhérine (Fig@2®) et ce phénomene est inhibé de facon
dose-dependante par le Sorafenib (Figure 2C) .dBasées suggerent quil peut exister un

lien entre phosphorylation et clivage de la VE-@dte en réponse au TNF
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Figure 2 : Effet de Effet du Sorafenib sur la phosphorylation et le clivage de la VE-
cadhérine induite par TNFa. A) Phosphorylation de la VE-cadhérine apres tnaétet des
HUVEC aux TNF/Sorafenib, B) Clivage du domaine agéllulaire de la VE-cadhérine da au
traitement des HUVEC aux TNF/sorafenib, C) comsanaides profils de phosphorylation ¢t
de clivage de la VE-cadhérine, D) Effet du Sordiesur I'activité tyrosine kinase de Syk i
vitro ; cinétique de 0 & 20 min et test de difféesnconcentrations du Sorafenib pendant
20min, Y658F sert de contréle négatif.

> Effets de dérivés de la genistéine

Nous avons recu 5 composés differents avec lesqumis avons pu effectuer des tests
cellulaires en présence de VEGF. Les composésténh@ibés a 10ug/ml avec les cellules
endothéliales et une analyse de la phosphorylatioie site Y658 de la VE-cadhérine a été
réalisée avec un anticorps anti-phosphosite Y68%e whibition presque totale de cette
phosphorylation induite par le VEGF est observéer p@ composé B, ce qui n'est pas le cas

(composés MA et A) ou dans une moindre mesure lgsucomposés KA et C (Figure 3 A).
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L’analyse du profil de phosphorylation globale desotéines sur tyrosine révele une
diminution générale par le composé B (Figure 3@Bjns un test d’auto-phosphorylation de
Src in vitro, le composé B induit une diminution dactivit¢ de Src détectée par

'antiphosphosite 418 Src de facon dépendante deraentration.

A) Ci VEGF KAMA A B C

e - G— s +PY695 VE-cadhérine
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Figure 3 : Effet de composés dérivés de la génistiéisur la phosphorylation de la VE}
cadhérine induite par le VEGF. : A) Phosphorylation de la VE-cadhérine sur te 3% e
phosphorylation globale des protéines aprés traitendes HUVEC aux VEGF/composés
KA, Ma A, B et C. B) Effet des composés A et B Bactivité tyrosine kinase de Sia vitro
pendant 20 min

Au total, parmi les inhibiteurs testés, angioswtipeptide et composé B se sont avéré avoir
un effet sur la VE-cadhérine. La viabilité cellutan’a été affectée par aucun d’entre eux. Ces
résultats préliminaires semblent prometteurs pooptimisation de la spécifité de ces
produits, de leur introduction dans la cellule.

11.3. Dicussion et conclusion

Depuis plusieurs années, les mécanismes d’actigmud@urs molécules utilisées en thérapie
anti-angiogéne, et anticancéreuses ont suscitérdéneuses recherches.

L’inhibition de la phosphorylation de la VE-cadhwia été montrée de facon indirecte par
I'utilisation de composés testés pour leurs effatgi-angiogéniques. Ainsi certaines

molécules extraites de plantes ont été documentées

- le resveratrol, composé phénolique retrouvé dansisin et certains autres fruits a été

montré inhibiteur de I'angiogenese, en 2003 paguige de Kuo, par l'inhibition de la
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réponse au VEGF et de la tyrosine kinase Src. basantrations efficaces sont de I'ordre du
micromolaire. Lin, 2003).

- les catéchines dont les epigallocathéchinestgali&EGCG) représentent 40%, issues du thé
vert, inhibent I'angiogenése par inhibition de leopphorylation du récepteur au VEGF, par
diminution de I'expression et de la phosphorylatdnla VE-cadhérinel@ang, 2003. Plus
récemment, la méme équipe a pu mettre en évidareeligsociation du récepteur au VEGF
avec son ligand, montrant par la méme occasion rédection du signal mitotique et
angiogéniqueRodriguez, 2006.

-le capsiate et de ses dérivés, composés issysirdents rouges, inhibent de fagcon générale
'angiogenése Nlin, 2004). En 2008, ils ont montré que cette inhibition ggapar la
compétition avec le site de fixation a I'ATP de tigosine kinase Src dans la voie de
signalisation du VEGF, impliquant par la méme lagghorylation sur tyrosine de la VE-
cadhérine Pyun, 200§.

- le composé M475271, inhibiteur puissant de Sst,capable d’inhiber la phosphorylation
sur tyrosine de la VE-cadhérine et d’augmenter lnpaméme son association avec ses
partenaires caténines intracellulairds,(2005).

Toutes ces études d’inhibition de I'angiogenése& ales molécules utilisées ou non a des fins
thérapeutiques semblent avoir une action spécifigue la phosphorylation de la VE-
cadhérine sur tyrosine et /ou sur les effecteursctii ou indirects de cette réaction. Ces
données montrent I'importance de cette modificatiomalente de la VE-cadhérine dans des
contextes pathologiques tels que l'inflammatioowté cancer.

Nous avons testé d’autres molécules afin de trowedle qui pourrait inhiber de facon
spécifique la phosphorylation de la VE-cadhérinetgtosine, étape clé dans les mécanismes
d’angiogenese ou plus généralement de perméadrildéthéliale.

Nous avons pu mettre en évidence que des compeésésscour étre inhibiteurs de
tyrosine kinases ou de I'angiogenése, sont capdelé&doquer la phosphorylation sur tyrosine
de la VE-cadhérine dans des cellules endothéliaresulture (Angiostatine, Sorafenib et
dérivé de la génistéine) sur le site Y658 (Sordfeam réponse au TNd), sur le site Y685
(composés dérivés de la génistéine en réponse &@F)Y&u plus généralement (angiostatine
en réponse au VEGF).

Ces composés sont donc des outils potentiels delaipement de futures molécules
inhibitrices de la phosphorylation sur tyrosinel@&/E-cadhérine. Ainsi le peptide contenant
la tyrosine Y685 est un bon compétiteur du fait Gue présente une bonne affinité pour ce

substrat allez, 2007. Il reste toutefois a développer des techniqeepatméabilisation ou
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de vectorisation du peptide contenant laY685 ehdileure solubilisation du composé B afin

d’optimiser les concentrations efficaces sur lagptorylation de la VE-cadhérine.
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CHAPITRE 1lI: VE-CADHERINE BIOMARQUEUR DANS LE
CANCER
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VE-CADHERINE : BIOMARQUEUR DANS LE CANCER

I11.1. Contexte

Comme indiqué dans lintroduction paragraphe VIintdrét des biomarqueurs en
cancérologie est devenu primordial. Dans le cades dancers et des pathologies
dysimmunitaires, les événements associés a I'tatela I'endothélium vasculaire sont: les
vascularites, les phénomenes thrombotiques, I'aficérose, la dissémination des tumeurs (a
proximité ou générale). L'intérét de biomarquelstsdonc aussi primordial car les atteintes
de I'endothélium peuvent étre fonctionnelles oudtirales, réversibles ou non. Les moyens
d’exploration de I'endothélium vasculaire utilisetgs dosages plasmatiques, des techniques

immunohistologiques, des mesures des cellules kéliges circulantes.

La VE-cadhérine : biomarqueur de I'angiogenése taie@

Trés peu de publications dans la littérature rajgmor’intérét d'un dosage de VE-cadhérine
sérique dans des pathologies ou il y a modificatlea cellules endothéliales (angiogenese
tumorale, inflammation). Une étude réalisée en 200dntre que le taux de VE-cadhérine
plasmatique est corrélé avec I'athérosclérose dide affections cardiovasculaireSagki,
2004). Une étude réalisée en 2008 par I'équipe d’Alagiante montre que la VE-cadhérine
sérique est augmentée chez des patientes présentayndrome d’hyperovulation sévere.
Cette pathologie est observée suite a une stimulatvarienne utilisée par exemple au cours
de la Fécondatioim Vitro (FIV). Les cas séveres incluent un développementahditions
critigues associées a des ascites, une augmenti®rovaires, des effusions pleurales et
péricardiques, de I'hypovolémie et de I'hypotensawec oligurie $chenker, 1978, Balasch,
1998 (Villasante, 200§.

De part I'exclusivité de son expression dans I&hdlium, la VE-cadhérine modifiée
dans la voie VEGF peut représenter in vivo la digread’un endothélium activé. Ainsi nous
avons émis I'hypothése que le dosage de la VE-caéhsérique ou plasmatique dans les
pathologies cancéreuses ou inflammatoires poutraii€reflet d'un remodelage endothélial.
Nous avons évalué la présence de VE-cadhérinelanteuchez des patients porteurs de
glioblastomes, tumeurs hyperangiogénique et noossamontré qu'elle est transportée par
les lipoprotéines, que son dosage nécessite lanmégsle détergents pour dissocier les entités
, et que son taux circulant avant thérapie poupwatlire la sensibilité ou la résistance a la

chimiothérapie dans le gliome .
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Abstract

BACKGROUND

While no validated biomarkers for glioma are cutherknown, in the present study, we
reasonned that the vascular angiogenic phenotyphesie tumors could be exploited for
peripheral diagnosis. We studied the soluble Vascbhdothelial (VE)-cadherin, a protein
exclusively expressed in endothelial adherens jonst

METHODS

Soluble VE-cadherin serum level was evaluated bgtevablotting and sandwich ELISA
using VE-cadherin monoclonal antibody (mAb BV9)fty-eight patients newly diagnosed
glioma who underwent radiochemotherapy were erdaitethis study and retrospectively
classified as being responders or not to a 3-mangasment temozolomide. Serum samples
were collected prior treatment. Data were analyasihg logistic regression and receiver
operating characteristics (ROC) curve analysis.

RESULTS

We demonstrate with the use of an improved metlomapeising predilution of human serum
in a detergent-containing buffer, the presence dfuacated form of VE-cadherin (SVE-
cadherin) in serum from glioma patients (90 kDal).ilf@portance, sVE-cadherin was found
associated with serum lipoproteins and the det¢rgdowed to separate both entities to
increase protein detectability. In addition, lipoj@in-associated VE-cadherin level
segregated the patient’s potential to be responalerot to anti-tumor therapy, (area under
the ROC curve 0.837 ; p=0.0024).

CONCLUSIONS

We show for the first time that the lipoprotein qmmtment of serum --- which is most often
ignored in proteomic analysis contains proteins taa unexpectedly serve as biomarkers for
disease. This finding may open completely new agsraf biomarker research. Second, we
demonstrate, validate and deploy one candidateengskluble VE-cadherin) for clinical use

in the setting of gliomas
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INTRODUCTION

Glioma is consisted of the majority of primary loraancers in adults with a very poor
prognosis- The tumors are characterized by rapid cell growttiensive neovascularization
and diffuse cellular infiltration of normal brainrgctures. The World Health Organization
(WHO) has developed a classification scheme faoeagtomas and oligodendrogliomas that
rates (grades) gliomas from the least malignanth® most aggressive tumor type. The
grading scale encompasses the various histopathalagelineations and ranks them from
Grades | thru IV. The most aggressive tumors haenltassigned Grade IV or glioblastoma
multiforme. The diagnosis of gliomas is usually gested by magnetic resonance imaging
(MRI) or computed tomography (CT). The standardapg for newly diagnosed maligant
glioma involves surgical resection when feasibéeliatherapy and chemotherapiiowever,
either de novo or acquired chemoresistance ocaeguéntly. Tumor relapse is mainly
detected by the radiological status when clinicahgtoms occurr during the follow up
investigated every 3 months during therdgymajor effortto improve the control of glioma
entails the use of a peripheral serum biomarkeemtlly relevant to provide accurate
predictionsof the outcome after standard or novel treatments.

Recently, our understanding of the molecular pathegis of malignant glioma has
emerged. Malignant transformation in gliomas resfiom the sequential accumulation of
genetic aberrations and the deregulation of grdatior signalling pathways leading to the
up regulation of Vascular Endothelial Growth FagEGF) and angiogenesis, a hallmark of
malignant glioma,making these tumors especially attractive targets dngiogenesis
inhibitors** Angiogenesis activation requires vascular-end@i®E)-cadherin adhesive
properties, a cadherin family member specificaltlpressed in endothelial cells and strictly
located at cell-to-cell junction&® As the other members of the cadherin family, VE#heain
is able to mediate a homotypic type of cellulaeiattion in a Cd-dependent manner. The
role of VE-cadherin in angiogenesis has been detraied in VE-cadherin deficient mi¢e!
The ectodomain-based-interactions are reinforcethtgyactions involving the cytoplasmic
domain of VE-cadherin which binds, to caten{p&20, b-catenin, plakoglobin, a-catenfin).
By establishing these multiple interactioN&- cadherin is a crucial determinant for the
maintenance of endothelial barrier functiérTyrosine phopshorylation of the protein upon
VEGF or pro-inflammatory cytokines endothelial sedtimulation is a mechanism involved
in reorganization of adherens junctidid’ In addition, proteolytic cleavage of VE-cadherin
is an other mechanism invoved in adherens jundiahility. Indeed, we previously reported

the role of proteases in the cleavage of VE-cadherineutrophil transmigratioff:*° These
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findings suggest that the proteolytic release dfitde VE-cadherirrepresents an important
mechanism for the regulation of VE-cadhédtinctions.

In most solid tumors, the newly formed vessels plegued by structural and
functional abnormalities. The tumor vasculature aors immature, highly-permeable, chaotic
vessels with heterogeneous blood flow rates. Intiat the capillary endothelial cells lining
the inner surface of tumor capillaries, normallgraooth, tightly-packed sheet, have gaps
between them, causing vessel leakirf@3alhile no validated bioperipheral biomarkers for
glioma are currently known, in the present studg, r@asonned that the vascular angiogenic
phenotype of these tumors could be exploited foipperal diagnosis. Because phenotypic
and functional characteristics distinguish tumaseds from the mature vasculature in normal
tissues, VE-cadherin structural changes (ie: teavdge) seemed plausible in glioma tumoral
vasculature. Thus, we addressed the question whetilable VE-cadherin could be a
potential candidate biomarker for clinical use he setting of gliomas and we evaluated the

relationship between soluble VE-cadherin and respadn chemotherapy .
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METHODS
Patients
Fifty-eight patients with advanced glioma were decbfrom January to September 2004 in
Grenoble Hospital (France). All patients gave infed consent. The blood samples were
obtained before initiation of therapy. The protoashs approved by the local ethics
committee. All patients were diagnosed with a priynarain tumor: malignant
oligodendrogliomas (grade lll), glioblastomas or ligreant oligo-astrocytomas (in
accordance with the WH@®) Patients underwent chemotherapy with temozolonaidae
(Temodal®), or radiochemotherapy with temozolomadsociated to radiotherapy following
the Stupp protoctl Response to therapy was investigated using MIR\iing the cairncross
criteria’. The minimum criterion for responsas a 50% decrease in the size of the enhancing
tumor on consecutiv€T or MRI scans performed at least 1 month apart. Therapeutic
response was observed in 27 patients (25 oligodghdma, 2 glioblastoma multiform)
median age 42.15 (range 23-65). 31 patients wesistaat to chemotherapy (5 anaplastic
oligodendroglioma, 9 anaplastic astrocytomas andlibblastomas multiform), median age
51.9 (range 19-84).
Laboratory Analysis:
Human umbilical vein endothelial cellslUVEC) were obtained and grown as describet in.
Immunofluorescencsas performed as previously descritiad.
Lipoproteinswere isolated as previously descril5éd.
VE-cadherin ELISA:We designed an ELISA with the mouse monoclonal YBherin
antibody (clone BV9) which recognizes the extradal domains EC3-EC4 of human VE-
cadherir?® Polyvinyl microtiter wells were coated overnight3 °C with 100 pl of proteinG
Sepharose purified BV9 monoclonal antibdd® pg/ml) in 0.1 M sodium carbonate buffer,
pH 9.6.After 3 washes with PBS and 0.05% Tween 20, thegpatific binding sites plates
were saturated with 1% human serum albumin fort137&C, washed with PBS and 0.05%
Tween 20 and incubated with 100 pl of serum dilutd 37°C for 3h. After 3 washes with
PBS and 0.05% Tween 20, bound VE cadherindedscted by adding 100 ul of rabbit anti-
CAD 3 (1 mg/ml) for 1 hat 37°C. Wells were then washed five times with RBS 0.05%
Tween 20. 10Ql/well of anti-rabbit IgG biotin was added for 1h3¥°C. Then 10@l/well of
freshly diluted of streptavidin alkaline phosphatasnjugate was added for 1 h at 37°C.
Wells were then washed five times with PBS and %.0Bveen 20, and 1001/ well of p-
nitrophenyl phosphate was added for 15 - 25 mho@in temperature. The absorbance values

of each well were measured at 405 nm using an attzhmicroplate reader (Benchmark
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microplate reader, Bio-Rad Laboratories, Hercul@alifornia) with compatible software
(Microplate Manager 5.2, Bio-Rad). All assays wererformed in respective duplicate
samples.

Serum lipid profile.The biochemical evaluation was carried out in tlespital laboratory
following the criteria of the World Health Organiia Lipid Reference Laboratories. The
serum concentrations of cholesterol, HDL-cholestaral triglycerides were assayed on a
Roche/Hitachi Modular P analyzer with commerciatygnatic tests from Roche Diagnostics
according to the manufacturer's specifications. idbblesterol was calculated using the
Friedwald formula: {total cholesterol} - {HDL chadterol} - 1/5 (triglycerides).

Statistical analysis.Data are expressed as mean (SE) or 95% CI, apdralles of less than
0.05 from two-sided tests (Mann-Whitnéy tests) were considered to indicate statistical
significance. We also conducted receiver-operat@racteristic curve (ROC) analysis to

evaluate the diagnostic ability of sVE-cadherin.
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RESULTS
Detection of circulating VE-cadherin in serum fromglioma patient

The detection of soluble VE-cadherin in serum waggsmed using BV9 antibody
that typically labelled VE-cadherin at endotheball-cells junctions (Figure 1A, left panel),
and detected the whole protein (125 kDa) and itsaegllular domain (90 kDa) in cells
lysates by westernblotting (Figure 1A, right pan@)ioma patient serum analysis was first
performed by SDS-PAGE to assess the molecular weighe sVE-cadherin after dilution of
the samples for appropriate protein separation®$-BAGE. Because of the lipidic aspect of
the serum, the sample was diluted in a detergemtagcong buffer Triton X100 0.5%. In the
absence of detergent, a faint 90 kDa band was tdet@c the serum diluted 1 to 50, while
detergent dilution significantly improved sVE-cadhedetection accuracy up to dilution 1 to
500 (Figure 1B).

These data show for the first time the presenca oiculating form of human VE-
cadherin in a glioma patient serum which detectwas highly improved when the serum was
serially prediluted in a non denaturing surfactaahtaining buffer. Notably, the 90 kDa
correspond to the extracellular domain of the pnoteo other fragments were detected.
Evidence that lipoproteins are carriers of sVE-cadkrin in human serum

From the above data, we hypothesized that sVE-cexiveas somehow associated to
an entity that impeded its accurate detection, wiexformed in the absence of surfactant. We
thus examined whether sVE-cadherin was associatadipid entities such as lipoproteins in
the serum. The most classical methods for lipopraeparation are precipitation procedures,
ultracentrifugation, electrophore$ig*® Out of these, we have chosen ultracentrifugation
and precipitation procedures. After ultracentrifiiga analysis of isolated serum lipids by
flottation showed that the 90 kDa VE-cadherin, waainly detected in the lipidic fraction
while it was barely detectable in the 105,000ggt€lP) (Figure 2C). Lipoproteins from the
same serum were isolated by a precipitation praeednd analyzed by coomassie staining
and western blotting after dilution in detergenhteaning buffer (Figure 2D). VE-cadherin
was clearly detected as the 90 kDa fragment. Tpwpioteins-depleted serum (S-Lipo) was
analyzed by SDS-PAGE, coomassie staining, Westaltiid and compared to the whole
serum (S), both samples were diluted in PBS withwihout Triton X-100. The diluted
sample gave a good protein separation exhibitimgniost abundant protein, albumin (68
kDa). In addition to increase the VE-cadherin detieitity, the use of the detergent for the
serum dilution increased also the detectabilitgeferal proteins ranging from 160 kDa to 25

kDa as seen by coomassie staining which was natabe for the lipoprotein depleted serum
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(S-Lipo) (Figure 2E left panel). Westernblot an&ysf the same fractions with BV9 antibody
showed that in contrast to whole serum, VE-cadheras barely detectable in S-Lipo.

Furthermore, the detection of the immunoreactivadbavas not improved by detergent
(Figure 2E right panel). Altogether, these data alestrated that sVE-cadherin is

concentrated in the serum lipoprotein fractiong] #mat detergent is required for accurate
detection.

Soluble VE-cadherin level in responders and non-r@gonders glioma patients.

To obtain a preliminary assessment of VE-cadhemirthie setting of gliomas, we
analyzed glioma patients that were retrospectiv@fgsified as being responders or non
responders to radio-chemotherapy. The serum wdtectaal before chemotherapy and/or
radiotherapy. lllustrative westernblot are presénteFigure 1F. The sVE-cadherin 90 kDa
fragment was immunodetected with BV9 mAb as welthas polyclonal CAD3 antibody in
the serum from responders group while it was badetgctable in the non responders group.
The coomassie staining of protein pattern was peéd as a control of gel loading (Figure
1F, lower panel). This result suggested that theelleof soluble VE-cadherin could
discriminate responders and non-responders gli@atiargs.

To extend these data, we thus attempt to devesgmdwich-ELISA system that could
be used in the presence of detergent with the BVAb rfor the capture and the CAD3
antibody as a tracer. We performed preliminary exrpent for the quantification of the
human recombinant VE-cadherin CAD 1-4 fragmentha presence of detergent. Linear
standard curves were obtained with Triton X-100 cemtrations from 0.005% to 0.5%,
suggesting that the VE-cadherin-ELISA could be gned in the presence of detergent
(Figure 2A). The linearity of the VE-cadherin asses then performed with a glioma patient
serum sample diluted from 1:50 to 1:500,buffer with Triton 0.5%. Optical densities for
VE-cadherin level were linear with dilution up 1&Qvith a limiting dilution of 1:500 (Figure
2B). In addition, analysis of 6 serum from the teWmical groups by ELISA gave comparable
results to those obtained by westernblot (Figu@®.2Ne thus concluded that this ELISA was
suitable for the analysis of lipoprotein-associatéeicadherin level in 58 glioma patients
retrospectively classified as responders or nopamsers to radio-chemotherapy. Figure 2D
shows that the level of sVE-cadherin was signififafower in the non responders group
(OD: 0.669+0.104 AU) as compared to the respondé&i: 0.975+0.098 AU p<0001).
Receiver-operating characteristic (ROC) curve aialyto classify responders or non
responders patients for chemoresistance yieldediraa-under-the-curve of 0.837 (95%

confidence interval 0.71-0.87; maximal accuracy’B)gFigure 2E). As we showed that sVE-
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cadherin was carried by serum lipoproteins, tharadipid profile of the two clinical groups
was analyzed. As shown in Figure 2F, the serund lgiofile, including total cholesterol
(TC), triglycerides (TG), high-density (HDL-C) anidw-density lipoprotein cholesterol
(LDL-C), was not significantly different betweenetltwo groups and could not account for

the differences observed in serum VE-cadherin &vel
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DISCUSSION

Malignant gliomas are highly vascularized tumaws Which discovering new serum
biomarkers that may provide prognostic informateswell as guidance in making decisions
about optimal therapy is a main challenge. VE-cadhes a key player in angiogenesis.
Eventhough the protein functions are well knowrvivo and in cellulo studies, it has never
been assessed as a potential biomarker in gliorha. gbal of the present study was to
determine whether sVE-cadherin, could be a potiesgiaim biomarker for clinical use in the
setting of gliomas. We demonstrate here for tre fime the presence of a 90 kDa circulating
form of human VE-cadherin in glioma patient seruorresponding to the extracellular
domain of the protein. The technique used hereoimldtect sVE-cadherin in serum was
electrophoresis and westernblot from a small sesample which clearly identify the protein,
and give a direct confirmation of the molecular giiof the circulating soluble protein. In
addition, the technique, does not require the digpleof major serum proteins from serum
samples as compared to classical proteomic tecésigmportantly, we demonstrated that
serum pre-dilution in a detergent-containing butfeamatically increased the detectability of
the protein. Indeed, our results provide evidehe¢ human lipoproteins are carriers for sVE-
cadherin. This observation sheds a new light ferdétection of solubles proteins in serum or
plasma. We further believe that the techniquesd&iecting, optionally quantifying, soluble
proteins, more particularly soluble angiogenesiateel proteins, need to take into account
dissociating proteins from lipids that may be agsted thereto. Based on these results, we
postulated that the lipoproteins is a new compantna potential interest for tracking
biomarkers as it has never been considered asrircaf proteomic markers in cancer
patients. Thus, beside the finding of an individpidtein (sVE-cadherin), the exploration of
the hydrophobic compartment in serum will giveeartendous improvment in the finding and
guantification of peripheral reliable proteomic miarkers which could be used in oncology.
Indeed, the lipidic compartment may provide a poote signature of the tumor by carrying
proteins coming from the tumor itself, providingitgua direct access to the tumor
concentrated at the periphery.

We demonstrate for the first time that sVE-cadhedunld be used as a clinical serum
biomarker, more particularly in glioma for whichogression is strongly dependent on the
development of a new vascular network and angiaglenén gliomas, several biomarkers
studies using various techniques, such as karyptgmeosatellite analysis, fluorescent in situ

hybridization and chromosome comparative genomiritization have been conducted over

145



the last year8>?”. Recent proteomic studies have identified potéptiateins such as MMP9,
cathepsin D, YLK40, a member of the "mammalianichge—like proteins, or GFAP. These
proteins are not specifically related to endothelels, and their quantification remain to be
validated either for diagnosis, prognosis or treathoutcomé®>!

In glioma, only tissue biomarkers look promising tate including loss of
chromosomes 1p/19qg in oligodendrogliomas and egmesof O-6-methylguanine-DNA
methyltransferase (MGMTY. The MGMT promoter hypermethylation indeed has mége
emerged as a powerful determinant of chemotherapgitévity in glioblastomas. However,
the epigenetic silencing of thIGMT gene testing is on the way to develop a reliable,
clinically validated assay for using formalin-fixgolaraffin-embedded brain tumor resections
and methylation-specific PCR

The present study demonstrated that sVE-cadhetitd aiscriminate the responders
and non-responders glioma patients. These diffesenevere easily detected by
westernblotting and ELISA when diluting serum irtedtgent buffer, suggesting that sVE-
cadherin assay could be a potential non-invasigt fer the patient for pre-operating
diagnosis of response to chemotherapy. These eliffess in sVE-cadherin level were not
detectable using the commercially available ELISt Ik might be explained by the presence
of lipidic entities that impaired an accurate datet This retrospective study requires further
studies to analyze whether this encouraging findiaig be extended to other populations for
prospective validation. Furthemore, in glioma, &tirgg of active angiogenesis is an attractive
adjuvant therapeutic approach and association tfaagiogenic agents with chemotherapy
and/or radiotherapy has been demonstrated to Eerrapeutic responsd However, the
increasing clinical use of antiangiogenic drugs revealed the growingeed to discover and
validate surrogate biomarkers of benefit and toxiti The next challenge will be to optimize
and to standardize sVE-cadherin assays to extendttiay in several different clinical trials
and in other cancers. In this respect, we antieighiat in future studies, lipoproteins
compartment will reveal novel biomarkers and thdEsadherin will be validated to assess
tumoral angiogenesis, to monitor tumor progresswrtp follow response to therapy and/or

to predict outcome to VEGF-targeted therapy.
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LEGENDS FOR FIGURES

Figure 1 : Soluble VE-cadherin is carried by lipopioteins

A. VE-cadherin detection using BV9 antibody: Left par@onfluent cells were fixed in
acetone, and incubated with a VE-cadherin primarypady, and then visualised with a
cyanin-3 coupled anti-mouse secondary antibodyhtRignel: HUVECs extracts analyzed by
SDS-PAGE and westernblotting with the anti-VE-cadhenAb (BV9). The arrow on the
right indicates the migration of the VE-cadherinolhprotein and its extracellular domain.

B. Effet of detergent on the detection of sVE-cadh@rihuman serum from glioma patients.
Left panel: serial dilution of serum samples in PB8fer without surfactant (from 1:50 to
1:500) —Right panel: serial dilution of serum samspin 0.5% Triton X-100-containing PBS
buffer. SDS-PAGE and immunoblotting with VE-cadinermAb (BV9). The arrow on the
right indicates the migration of the VE-cadheririragellular domain. The molecular weight
markers are indicated on the left.

C. 400 ml of serum were ultracentrifuged (105,00fay)60 min at 4°C. After serum ultra
centrifugation, the lipids at the top of the tubhe sample (visibles) and the pellet (not visible)
were resuspended in 40 ml of PBS containing 0.584rX-100. A 5ml aliquot of each
fraction was diluted serially 1to 50 in PBS with5%Triton. The serum (S) prior to
centrifugation was loaded on the left lane (dilnti:500 in PBS with 0.5%Triton X-100).
SDS-PAGE and immunoblot analysis of the fractiorith wihe VE-cadherin mAb (BV9)(0.2
mg/ml). The arrow on the right indicates the mignatof the VE-cadherin extracellular
domain .

D. Analysis of lipoproteins : Lipoproteins were pregby precipitation according’o After
centrifugation, the pellet was diluted in PBS witts% Triton X-100 and analyzed by SDS-
PAGE and westernblotting. Coomassie staining of &iniiboproteins diluted 1 to 50 and 1to
25 in in PBS with 0.5% Triton is shown on the leéinel . Immunoblot analysis of the same
fractions with the VE-cadherin mAb (BV9)(0.2 mg/nid)shown on the right panel.The arrow
on the right indicates the migration of the VE-cauih extracellular domain .

E. Serum and lipoprotein-depleted serum analy@@massie staining of 5ml of whole serum
diluted 1to 500 (S) in PBS with (+) or without {FJiton. Coomassie staining of 5ml of the
same serum without lipoproteins (S-Lipo) dilute@ 200 in PBS with (+) or without (-)
Triton. The molecular weight markers are indicabedthe left. Immunoblot analysis of the

same fractions with the VE-cadherin mAb (BV9)(0.8/ml) is shown on the right panel.
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F. Glioma patient sera collected before any therapyewetrospectively classified in two
clinical groups: patients responders and non-redg@@nto chemotherapy. Glioma patient sera
were serially (1 to 200) in PBS with 0.5% Tritondescribed in Figure 1B, and analyzed by
SDS PAGE and westernblotting using VE-cadherin m@y9) or polyclonal CAD3
antibody. The arrow on the left indicates the ntigra of the VE-cadherin extracellular
domain. Coomassie staining of serum samples wad asea control of gel loading. The
molecular weight markers are indicated on the [&fie arrow on the left indicates the

migration of the human serum albumin.

Figure 2: Soluble VE-cadherin serum level discrimate responders and non-
responders glioma patients

A. Effect of detergent on sandwich ELISA using teeombinant human CAD 1-4 fragment:
the ELISA was performed as described in Methodse $tandard CAD 1-4 curve was
obtained with serial dilutions of the fragment iaffer A Tris 50 mM, HCI pH 8, 100 mM
NaCl, 5 mM CaCl2, 0.1% BSA containing either 0.0060.01, or 0.5% % Triton X100. The
absorbance values of each well were measured and0bising an automated microplate
reader

B: Linear response curves from VE-cadherin ELISAserum glioma patient diluted in PBS
with 0.5% % Triton X100. The assay was performedriplicate on each dilution and the
results are expressed as the means + SD of odBaaities at 405 nm

C: Comparison of western blot analysis of VE-cadihand ELISA on glioma patient serum:
three responders and non-responders patients seevendiluted 1 to 100 in PBS with 0.5%
Triton-X100 and assayed with VE-cadherin ELISA aadalyzed by SDS-PAGE and
westernblotting with BV9 Ab. The triplicate ELISAalues for each patient were average +Sd.
D: ELISA analysis of sera from 58 glioma patientsnirresponders (R) and non responders
(NR) groups were assayed for with VE-cadherin ELI&#er dilution 1 to 100 in PBS with
0.5% Triton X100. The symbols are the means otripécate ELISA values for each aliquot
(left= responders, right = non responders). Diffikreymbols represent different patient.
Horizontal bars indicate median values. There wassignificant difference in the
seroreactivity to VE-cadherin between responderd aon responders glioma patients
(P<0.001 unpairetttest) Statistical analysis were performed usingiM#/hitney test.

E : Receiver Operating Characteristic (ROC) curvalgsis of VE-cadherin in glioma
showing the ability of serum VE-cadherin to diffietiate responders from non responders
patients. AUC, area under curve=0.837 (p=0.0024)
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F: The serum concentrations of cholesterol, HDL-ebt#rol and triglycerides were assayed
on a Roche/Hitachi Modular P analyzer with comnar@nzymatic tests from Roche
Diagnostics according to the manufacturer's spmtions. LDL-cholesterol was calculated
using the Friedwald formula: {total cholesterol{HDL cholesterol} - 1/5 (triglycerides).
The serum lipid profile, is illustrated for the twooups of glioma patients , responders R and

non-responders (NR).
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I11.3. Discussion

Dans les tissus normaux, la balance entre les sigaot et anti-angiogeniques maintient
parfaitement l'architecture et I'homéostasie dendiethélium. Dans les glioblastomes,
'angiogenése est trés active dans les tumeurplies agressives. Le traitement standard
repose sur une exérese chirurgicale compléte sitgessuivie d'une radiothérapie et d'une
chimiothérapie au Temozolomide. Cependant, malgrgaitement la médiane de survie est
de l'ordre de 15 mois. Ces tumeurs malignes catiaégs par leur potentiel infiltrant et leur
résistance aux chimiothérapies actuelles, préseateaffet un fort taux de récidives locales.
La détection de la réponse ou non du patient degrditement serait une aide énorme pour le
clinicien dans son approche thérapeutique. En,eftehouvelles thérapies dites ciblées sont
apparues depuis quelques années basées sur uleirabmpréhension des mécanismes de
'oncogeneése et de I'angiogenése. Par ailleursrélpmagerie cérébrale, il n’existe pas pour
les gliomes de marqueurs sériques faciles a daseprglevement sanguin pour suivre
I'évolution de la pathologie. De ce fait, trouverschiomarqueurs de prédiction de la réponse
ou de suivi de la maladie est un enjeu énorme demgliomes. Ainsi, de nombreuses
recherches de biomarqueurs ont été réaliséesautildiverses techniques.

Les agents de chimiothérapie conduisent & uneai@yl de 'ADN, en position ®de la
guanine. Cette alkylation est une lésion chimige€ADN souvent désignée par I'expression
« adduit d’alkylation ». Cette modification de I'’ADaboutit a la mort cellulaireDans le
traitement des glioblastomes multiformes et d'asttemes anaplasiques le témozolomide
(TEMODAL®), est transformé dans I'organisme en ion méthghatitum qui a la capacité de
méthyler TADN. Comme pour la plupart des agentdicamcéreux, des meécanismes de
résistance ont été identifiés parmi lesquels gehsisant par 'enzyme MGMT faMéthyl-
Guanine-Méthyl-Transférase), enzyme suicide quitreasférer le groupement Méthyl de
I’ADN vers sa propre structure. La MGMT est ensultagée vers le protéasome pour étre
dégradée. Pour ces raisons, les tumeurs exprirogtetrfent une MGMT fonctionnelle sont
moins sensibles aux traitements par I'agent alkylan explorant avant le traitement le statut
MGMT du patient, les cliniciens pourraient adapter posologie et/ou le médicament
administré Hegi, 2005. Bien que fort prometteur, ce marqueur épigénétigécessite d’étre
adapté a des applications cliniques de routine.

D’autres études récentes ont proposé la détectocedaines protéases comme la protéase

MMP9 (Matrix MetalloProtease 9) et la cathepsineniajs de la protéine GFAP qui pour le
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diagnostic, le pronostic ou méme I'évaluation deéjaonse a un traitemeriigrmigo, 2006,
Fukuda, 2005 et Jung, 2007 Ces marqueurs sont actuellement en cours deaviain.

Dans ce contexte, bien que non investiguée enaoreneologie biologique, nous avons
analysé la VE-cadhérine dans les gliomes en émdttypothese qu’elle pourrait étre un
marqueur potentiel d’'une angiogenése a distanceglieblastomes répondant aux criteres de
tumeurs hyperangiogéniques, et la VE-cadhérinet éanlusivement endothéliale, cette
protéine paraissait pertinente a étudier.

Nous montrons pour la premiéere fois la présenda #&-cadhérine dans le sérum des
patients atteints de glioblastomes. C’est le domartracellulaire de la protéine qui est
détecté de 90 kDa. L'analyse du sérum a d’abord rétdisée par électrophorese et
westernblot, ce qui a permis de déterminer laetallt la protéine et d’observer la présence
dans tous les sérums des patients d'une seule foromguée. Du fait de son poids
moléculaire, cette protéine n'aurait pas pu étreeatée par les techniques de protéomique
classiques. De plus, nous montrons que la détéittable la protéine est favorisée par la
dilution de sérum en présence de détergent, ratamiésé en protéomique. Ceci est expliqué
par le fait que nous avons trouvé que la protéisie essentiellement vehiculée par les
lipoprotéines humaines contenues dans le sérurte @etnée est relativement nouvelle car il
peut paraitre surprenant de voir une glycoprotégsaciée a des entités lipidiques. Cependant
du fait de leur abondance dans le sérum, un effehdsquage est peut-étre simplement la
raison. Cette observation nous a permis d’éclainenouveau mode de détection optimisé des
protéines solubles et plus particulierement desépres relatives a I'angiogenése dans le
sérum, en les dissociant des lipides. A partir @#tec constatation, nous avons émis
'hypothése que les lipoprotéines pourraient comsti un nouveau compartiment pour des
biomarqueurs qui ne sont habituellement pas ddfiectpar les techniques courantes de
protéomiques.

Dans notre étude, nous montrons que le dosage\de-tadhérine pourrait étre un parameétre
predictif de la détection des patients qui seragondeurs ou non a la chimiothérapie
(Temodal dans cette étude). Cette distinction rda @té révelée en utilisant le kit ELISA

commercial (Bender), ce qui peut s’expliquer patifiérence d’extraction et de traitement de
'échantillon. En effet, le kit commercial ne permgas I'exploitation du compartiment

lipidique, le tampon utilisé ne contenant pas demént. D’autre part, le kit ne permettait pas
d’identifier la taille de la ou des proteines VEdbérines circulantes. Il est connu que la
protéine est susceptible a la protéolyse sousidiactle protéases comme ['élastase, la

cathepsine G dans des cellules en culfdearen, 1998, Luplertlop, 2006, Hermant, 2003,
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Xia, 2003. Les leucocytes et les cellules tumorales peuwensi sécréter de grandes
guantités de ces enzymes, ce qui pourrait indaidivage de la VE-cadhérine et participer a
I'extravasation cellulaire. De méme, il a été mérue au cours du passage de cellules T a
travers une monocouche endothéliale ou par stimulatvec la thrombine, des enzymes de la
famille des ADAM (A Disintegrin And MetalloprotéaséADAM-10 -10), sont capables de
cliver la VE-cadhérineSchulz, 2008. Les proteases impliquées ainsi que le site dpu®

de la protéine dans les gliomes restent a étrdifesn La diminution du taux circulant de
VE-cadhérine chez les non-répondeurs est peutl&tresultante d’'une hypersecretion de
protéases dans ces tumeurs ou I'angiogenese sshadtige. Des expériences futures seront
nécessaires pour étayer cette hypothése.

Le dosage de la VE-cadhérine pourrait étre aingeannon invasif de détection de la réponse
a la chimiothérapie en cancérologie. Cette étudmggective devra étre complétée par
d’autres travaux afin d’étendre ces résultats &#mihtes cohortes de patients pour une
validation prospective. Des études dans le caneesedh, du rein et colo-rectal sont en cours
en collaboration avec le Centre Leon-Bérard (Lyon).
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DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSIONS
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Les cellules endothéliales forment la principaleribee permettant le passage sélectif, du
sang aux tissus, de certaines molécules et deimastaellules. Cette perméabilité tres
sélective est due, en grande partie, a une réguldtrte des jonctions intercellulaires
complexes (serrés ou adhérentes), établies endrecdbules endothéliales, grace a des
molécules d’adhérence. La VE-cadhérine est la giyatéine transmembranaire responsable
des jonctions adhérentes homotypiques des cellldes'endothélium vasculaire via des
interactions homophiliques. Elle assure l'intégde I'endothélium vasculaire. Au cours de
certains processus physiologiques comme l'angiegem@rmale, l'inflammation ou dans
certaines pathologies comme le cancer, la VE-cauhée trouve phosphorylée dans sa partie
cytoplasmique et son domaine extracellulaire paetdivé. Les études réalisées au cours de
cette these ont mis en avant la complexité deglaatisation endothélialeia la VE-cadhérine

au cours de mécanismes de cancérisation et d'infltion.

. PHOSPHORYLATION SUR TYROSINE DE LA VE-CADHERINE
DANS L’'INFLAMMATION ET LE CANCER

La phosphorylation du domaine cytoplasmique est deg modifications covalentes tres
étudiées dans la physiopathologie de la VE-cadbgtias sites tyrosines Y658, Y685, Y731
ont été démontrés phosphorylables et modifiant pexpriétés adhésives de la protéine
conduisant a une rupture de la jonction endotteli8lelon le site de phosphorylation,
différents types de protéines peuvent s’associesendissocier de la VE-cadhérine. C’est le
cas de Csk (C-terminal src kinase) qui s’assoctespa domaine SH2 a la VE-cadhérine
phosphorylée sur Y685. Des exemples de dissociatohcelles de p120 et defiacaténine
guand la VE-cadhérine est phosphorylée respectinerser Y658 et Y731 Toutes ces
modifications conduisent spécifiquement au déclen@nt ou a la poursuite d’une voie de
signalisation donnée, ce qui peut avoir pour comsgce l'internalisation, la dégradation ou
au contraire I'expression de la VE-cadhérine, @ifération, la migration cellulaire.

Ces phosphorylations ont été montrées in vivo dangiogénése normale et et in vitro en
réponse a des agents inflammatoires et le VEE3Ber, 1998, Kevil, 1998, Nwariaku, 2002,
Andriopoulou, 1999).

Il a été montré au laboratoire, I'existence de kogphorylation sur tyrosine de la VE-
cadhérinein vivo au cours de I'angiogenese physiologique lors dstitaulation ovarienne
(Lambeng, 2005). Dans ce travail de these, janymntré que la phosphorylation de la VE-
cadhérine est aussi un événement qui se produst dies tissus tumoraux dans des modeles
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animaux de tumeurs, des hépatocarcinomes de sudiss tumeurs cérébrales de rat ou le
remodelage vasculaire est important. Ces donnéedremb qu’'au cours de modifications
physiopathologiques de I'endothélium vasculaire, ntadification covalente de la VE-
cadherine est un événement dont il faut décrymsrnmeécanismes a des fins de ciblage
thérapeutique potentiel. Le site essentiellemetgat€ dans ces modeles est la tyrosine Y658,
qui n'implique pas la tyrosine kinase Src dont nausns préalablement montré qu’elle éatit
responsable de la phosphorylation du site Y685 thawnsie VEGF (Wallez, 2007).

L’'un des médiateurs importants de l'inflammatiabpndamment exprimé et sécrété par les
cellules immunitaires est le TNk-qui induit la perméabilité endothéliale et la
phosphorylation de la VE-cadhérine. J’'ai montré gas expériences de stimulation des
cellules humaines de veine ombilicale (HUVEC) avdl--a, que cette phosphorylation était
sur le site Y658 de la VE-cadhérine. J'ai pu idestila kinase responsable de cette
phosphorylation qui est une kinase dont linvalioiat génigue donne un phénotype
endothélial (Syk). De plus, elle est activée paf N~ dans les cellules endothéliales. La
détection du site Y658 avec des anticorps antipghusipe a été confortée par les résultats de
phosphorylation de peptides, contenant les diftéseyrosines phosphorylables de la VE-
cadhérine par Syk active. Le peptide contenantrssine Y658 est le seul a étre phosphorylé
par Syk. Il en a été de méme avec le domaine @goptue de la VE-cadhérine démontrant
une phopshorylation directe par Syk sur le site &/ sa non-phosphorylation lorsqu’il est
muté Y658F. Des expériences par siRNA montrentrgui@diminution de I'expression de Syk
conduit a une forte diminution de la phosphorylatsur le siteY658 de la VE-cadhérine en
réponse au TNk sans affecter la phosphorylation de la tyrosin@5¢6n réponse au VEGF.
Ces résultats sont a rapprocher des du role baplegide la tyrosine kinase Syk dans
'endothélium montré par invalidation génique. Lbépotype léthal di a un défaut de
morphogenése vasculaire et de maintien de l'ini&gasculaire, est peut etre en lien avec la
modulation des fonctions adhésives de la VE-cadbépar phosphorylation. Ces données
epérimentales apportent un faisceau d’argumentgésagt une cascade de phosphorylation
qui pourrait enchainer les étapes suivantes TNA&AcadY658. Il se trouve que des
inhibiteurs de Syk sont déja utilisés en thérapasniiimpact sur la VE-cadhérine n’est pas
encore connu. Il serait intéressant dans la seiteette étude, de pouvoir traiter nos modeles
murins avec ces inhibiteurs et d’analyser la stdéuphosphorylation de la VE-cadhérine, de
méme que de réaliser des test in vivo de perméabidsculaires avant et apres traitement.

Au plan cellulaire, depuis la commercialisation @egicorps antiphosphosites de la VE-

cadherine, plusieurs études récentes ont iderddé® sites de phosphorylation de la VE-
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cadhérine dans divers mécanismes. En particuleans da transmigration leucocytaire, les
sites Y658 et Y731 ont été identifiés et attribaékactivité des tyrosine kinases de Src ou
Pyk 2 (Allingham, 2007). C’est par l'utilisationidhibiteurs de ces tyrosine kinases que les
auteurs concluent a I'implication de la kinase &uos la phosphorylation du site Y658 et la
tyrosine kinase Pyk2 pour le site Y731. Ces donisées en contradiction avec les données
du laboratoire montrant que Src phosphoryle quesite Y685, mais les études
pharmacologiques sur cellules entiéres ne permegesnd’exclure I'existence d’'une kinase
en aval de Src et activée par celle-ci.

Une autre étude montre la phosphorylation sur e€&%65) de la VE-cadhérine en réponse a
VEGF, un événement qui précéde l'internalisatioad¥E-cadhérine par recrutement de la
B-arrestine (Gavard, 2006). Ici, les auteurs propose modele dans lequel le VEGF contréle
la voie de signalisation Src/Vav2/Rac/PAK. Il egispible que des kinases relai soient
impliqguées dans ces cascades et ceci illustre |mplexité des mécanismes de
phosphorylations qui régulent les propriétés adlegsile la VE-cadhérine.

Dans le futur, des études plus approfondies deweniettre de faire la lumiére sur les

mécanismes moléculaires régissant la phosphorgldida VE-cadhérine.

[I. INHIBITEURS POTENTIELS DE LA PHOSPHORYLATION SU R
TYROSINE DE LA VE-CADHERINE

La mise en évidence de la phosphorylation de lacs@iérine en pathologie nous a conduits
a étudier des molécules d'intérét dont les effetsrimient restaurer un endothélium agressé
ou en remodelage. Notre étude a permis de démanteedes molécules agissant en inhibant
certaines tyrosine kinases (tels que le Sorafemibdes dérivés de la génistéine), ou en
interférant dans les processus d’angiogenese, cotiangiostatine, sont des inhibiteurs
potentiels de la phosphorylation sur tyrosine délacadhérine.

Le Sorafenib (NEXAVAR) est un inhibiteur de plusieurs kinases, admigistrdes stades
tres avancés de certains cancers. Ce composé atiiiaux modeles de tumeurs cérébrales
chez le rat diminue la croissance tumorale en ¥sjdDe plus, il agit sur plusieurs voies de
signalisation simultanément notamment certainesvéas par le TNFt, donc il était
intéressant de tester I'effet de cette molécule lauphosphorylation de la VE-cadhérine
induite par le TNFx. Ainsi, jai montré que le Sorafenib est capabléenkdber la
phosphorylation de la VE-cadhérine et de limitem sbvage dans des cellules endothéliales

stimulées par le TNk: Par contre le Sorafenib n'a pas d'effet inhibitsur la tyrosine
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kinase Syk qui phosphoryle la VE-cadhérine surite ¥658 (A Sidibé, Master 2). Ces
résultats nous permettent de conclure que l'inbibibbservée sur les cellules stimulées par le
TNF-o n'est pas due a une inhibition de la tyrosinedeng@yk. Donc I'effet cellulaire sur le
clivage et la phopshorylation de la VE-cadhéringgewe qu’'une autre tyrosine kinase en
amont de Syk peut etre impliquée dans ce procekauBK-C a été rapportée comme étant
activatrice de Syk. Il resterait & démontrer pag étude pharmacologique et de siRNA, une
cascade impliquant TN&/PK-C/Syk/ VE-cadherine Y658/ clivage. Cependaala®’ écarte
pas I'hypothése de regulation par phosphorylateiadgrotéase clivant la VE-cadhérine.

Le sous produit de synthese des flavonoides (coén@®s s’est révelé inhibiteur de
'autophosphorylation de Src et de la phosphomtatiu site Y685 de la VE-cadhérine en
réponse a VEGF. Ce composé semble présenter umtigbtantéressant, cependant ses
conditions de solubilisation restent a étre optéess pour une meilleure entrée dans la
cellules.

Les molécules testées ayant des effets déja étalnli€ertaines activités enzymatiques, il
serait souhaitable de pouvoir trouver linhibitespécifique de la VE-cadhérine. Ainsi
l'utilisation des peptides mimétiques restent udéei intéressante ou il est cependant
nécessaire de pouvoir développer un moyen de teacllentrée de ces composés dans la
cellule. Des procédés de vectorisation de peptge® déja connus, ils seraient donc
potentiellement applicables a la VE-cadhérine. éCafiproche pourrait aboutir également a
'obtention d’'un peptide minimal qui serait encangbstrat de Src et qui pourrait étre plus
facile d'utilisation.

Les inhibiteurs de la phosphorylation de la VE-a&die sur tyrosine sont donc non
seulement des outils pour une étude in vivo massidn vitro pour €lucider I'importance de
cette phosphorylation dans le clivage de de la ®@hérine. Au total, ces inhibiteurs
pourraient, aprés optimisation, permettre de gpdica la normalisation de la vasculature
tumorale, ou a la reduction de la perméabilité émel@le dans le cancer et l'inflammation

respectivement.
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lll. LA VE-CADHERINE : BIOMARQUEUR DANS LE CANCER E T
L'INFLAMMATION

Dans ce travail, nous montrons pour la premiérg fipie la VE-cadhérine est présente dans le
sérum de patients atteints de glioblastomes et sguelétectabilité est augmentée par la
dilution du sérum en presence de détergents, leaestl véhiculée par les lipoprotéines.

La recherche de biomarqueurs en cancérologie Adiajet de nombreuses études depuis plus
de 30 ans avec des techniques qui se sont de plpki® sophistiquées pour en arriver a la
spectrométrie masse. La haute technicité des meéthaactuelles n'a pas permis
l'identification claire de nouveaux marqueurs dit e la complexité de la composition du
plasma et du sérum. Peut étre que la détection pdeteines solubles associées au
compartiment lipidique sanguins permettra 'emeogetie nouvelles signatures protéomiques
en cancérologie.

Le dosage de la VE-cadhérine dans le contexte iungl pourrait prédire la réponse au
traitement de chimiothérapie. Cet aspect clinigemalde intéresssant pour le praticien qui
pourrait orienter sa thérapie. D’'un point de vugsgbbndamental, les mécanismes de clivage
dans ce type de cancer restent a étre élucidéswetapent orienter vers d’autres cibles
thérapeutiques.

La détection de la VE-cadhérine sérique dangliesnes nous a interpelés car cette
protéine a en fait été trés peu souvent dosee.pDielications rapportant son utilisation en
tant que biomarqueur sont vraiment trés peu nonsbgeet nous nous sommes demandés si
elle pouvait aussi étre détectable dans des pajiesianflammatoires ou I'endothélium
vasculaire est modifie comme dans I'angiodéeme ayiaine. Cette pathologie bien que
rare, se manisfeste par des oedemes locaux quiepewdtre trés graves si laryngeés.
Contrairement au gliome, dans I'angiodéme l'actoratd’'une cascade de protéases est bien
connue et nous avons apporté des évidences queraiggjue la VE-cadhérine est un substrat
de l'une d’entre elles : la kallikreine. Les taux WE-cadhérine varie chez un méme patient
en crise et hors crise. De futures études nécamsitd'optimisation du dosage et la
détermination de valeur seuil dans chaque path®legiassociation avec d’autres marqueurs
sériques.

Au plan fondamental, on peut aussi se poser latignede I'impact de ces molécules de VE-
cadhérines tronquées et circulantes sur I'endatimelrasculaire. Il pourrait étre envisagé de

purifier de la VE-cadhérine de serum de patientrése et de tester son effet sur monocouche
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de cellules endothéliales en cultures. Par imagknégrité du tapis cellulaire pourrait étre

examiné, de méme que des mesures dee permerginliliéaient etre réalisées.

En conclusion, les travaux de cette these ont ged@imettre en évidence des modifications
structurales de la VE-cadhérine (phosphorylationclatage) dans linflammation et de
'angiogenése tumorale. Beaucoup de travaux ra@patans la littérature concernant la VE-
cadhérine sont des études en culture cellulaireh@z la souris, et peu de données ont été
trouvées concernant la physiopathologie de I'englatim. Nos approches biochimiques ont
essayé de decrypter des voies de signalisatiomfpgites aboutissant & ces modifications de
la VE-cadherine, avec un lien avec des pathologieda cellule endothéliale subit des
remodelage suite a I'action de médiateurs cellegagpécifiques. Il apparait donc important
dans un futur proche que des outils technologiquesse étre développés concernant ces
formes modifiées de la VE-cadherine pour que deficgtions a visée diagnostic et de suivi

thérapeutique soient transférables en clinique.
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TIPHAINE MANNIC

VE-cadherine in cancer and inflammation: phosphoryation and cleavage

Vascular endothelial (VE) cadherin, a specific aie protein located at sites of endothelial
intercellular contact, is required for junction egtity, vascular morphogenesis, and
angiogenesis. We recently demonstrated that VEeradlwas tyrosine phosphorylateal
Vivo in angiogenic conditions and not in quiescent #melaum. Tyrosine 685 is the only
target for Src kinase in the VEGF pathway.

Thus, phospho-VE-cadherin is characteristic ~ for ivated endothelium.
The present study was designed to examine whetkecadherin was phosphorylated in
tumoral angiogenesis vivo, using two models of murine tumors: hepatocellgkarcinoma
model of mice with previous described hyperangiegen and glioblastoma model of rat
brain with increased vascular permeability. | fouhd same tyrosine phosphorylation of VE-
cadherin in both models of tumors and the site tiled was YG658.
To further investigate the mechanism of VE-cadhphinsphorylation, we used cultured cells
stimulated with TNF because of the described rdlé/@68 in vascular permeability and
extravasation of leukocytes and the related presehaflammation in both models. | found
that VE-cadherin is phosphorylated on Y658 with Talkd the kinase responsible for this
phosphorylation was SYK (SiRNA of Syk, mutagenesisvE-cadherin Y658 cytoplamsic
domain).

Because VE-cadherin is susceptible for extra-callWlomain proteolysis in response to
TNFa, we studied in parallel the presence in canceriafidmmatory pathologies patients
sera the presence of circulating VE-cadherin.
VE-cadherin could be a feature of activated enduwtime both by phosphorylation and
proteolysis.

Key words :
Endothelium, VE-cadherin, cleavage, phosphorylatioitammation, cancer
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TIPHAINE MANNIC

VE-cadhérine dans I'inflammation et le cancer: phophorylation et clivage

L'endothélium vasculaire est la premiére couchealeles en contact avec le flux sanguin.
Au cours de processus pathologiques, les celluldstiéliales subissent des remaniements
notoires dus a la présence de nombreux facteunss Pa cas, l'intégrité de I'endothélium,
assurée principalement par les jonctions adhérentsdothéliales dont la
V(ascular)E(ndothelial)-cadhérine est la protéilée est perturbée. La phospho-VE-cadhérine
est une caractéristique des cellules endothéladtgéesn vitro. Notre laboratoire a montré
I'existence d'une forme phosphorylée de VE-cadbéminvivo au cours de l'angiogenese
physiologique. Des tyrosines importantes ont ésdtifiées : la tyrosine 685, qui est la cible
directe de la tyrosine kinase Src en réponse auF/&@si que les tyrosines 658 et 731. De
plus, la VE-cadhérine peut étre sensible a la phpté.
Dans ce travail, la phosphorylation de la VE-catiteéra été étudiée dans un contexte
pathologique d'inflammation et de cancer a l'aide ddux modéles murins de tumeurs
hépatiques ou cérébrales. J'ai démontré I'exist@ne®o d'une forme phosphorylée de VE-
cadhérine sur le site Y658. L'analyse d'une tymg&inase particuliere, Syk, par si RNA ainsi
gue par des expériences de phosphorylation in sitggérent fortement I'implication de SYK
dans cette phosphorylation. En parallele, dansdieecd'une étude sur plusieurs pathologies,
nous avons mis en évidence la présence d'une fommdante de VE-cadhérine. La VE-
cadhérine, tant par sa phosphorylation que parrésepce dans les fluides biologiques,
pourrait étre une signature de I'endothélium act{yphosphorylation) et/ou agressé

(protéolyse).

Mots-clés :
Endothélium, VE-cadhérine, phosphorylation, clivagammation, cancer
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