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Résumé

Dynamique de la jonction adhérente :
Ro6le d’EPLIN dans la stabilité des contacts interdulaires de I'endothelium vasculaire

L'adhérence cellule/cellule est initiée dans I'enéilum vasculaire par des interactions
homophiliques entre molécules de VE-cadhérine (retjons adhérentes). La dynamique de
la jonction et du cytosquelette est importante peuemodelage des jonctions intercellulaires
qui a lieu au cours lI'angiogenese, de la vascuksgeat lors de la réparation de I'endothélium.
D'aprés la littérature, la protéine EPLIN intentiestans la formation du complexe E-
cadhérine/alpha-caténine/EPLIN et stabilise I'&ctoorticale. Actuellement décrite comme
spécifiqgue des modeéles épithéliaux, EPLIN peut-allervenir dans la liaison du complexe a
base de VE-cadhérine au cytosquelette d'actinetrawail montre pour la premiéere fois
gu'EPLIN s’exprime a des niveaux similaires danentlothelium et I'épithelium. Nos
expériences ont contribué a établir UEPLIN inggravec la-caténine au sein du complexe
VE-cadhérine/caténines suggérant un nouveau mademdge du complexe a base de VE-
cadhérine au cytosquelette d’actine. Des testdifomels réalisés en présence et en absence
d’EPLIN ont souligné le role d’EPLIN dans I'endolivén notamment au cours des processus
de néovascularisation. Méme si les mécanismes gungitent a EPLIN de favoriser la
formation de structures pseudovasculaires restardre imprécis, il sera possible, a I'avenir,
d'utiliser de nouvelles approches élaborées cotgoient avec des physiciens et des
chimistes pour aborder cette problématique sowsngte mécanique.

Mots clés :Jonction adhérente, VE-cadhérine, EPLIN, Actine.

Abstract

Dynamic of adherens junction :
EPLINS’ role in stabilization of intercellular contacts in the vascular endothelium

In vascular endothelium, cell/cell adhesion is raggli by homophilic interactions of VE-
cadherin molecules (= adherens junctions). Cytes&eland junction dynamics are important
for intercellular junctions remodelling that occudsring angiogenesis, vasculogenesis and
endothelium repair. We learn from the literaturattEPLIN is involved in E-cadherin/
catenin/actin complex formation and cortical acsitabilization. Usually described as a
protein specific of epithelial models, we wondeiedEPLIN is able to link VE-cadherin
complex to actin cytoskeleton. Our data showedHerfirst time that EPLIN is expressed at
similar level in epithelial and endothelial cel@@ur experiments contributed to establish that
EPLIN interact witha-catenin in the VE-cadherin/catenins complex sugggs new way to
anchor the actin cytoskeleton to VE-cadherin comgkeinctional tests, with cells expressing
EPLIN or not, highlighted the contribution of EPLIM neovascularization. While the
mechanisms, by which EPLIN favors pseudovascutactires formation, remain unknown,
it will be possible, in the future, to employ nepwpaoaches, developed by physicists and
chemists, to address this issue from a mechaniat pf view.

Key words: Adherens junction, VE-cadherin, EPLIN, Actin.
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Il 'y a quatre ans, le mot «endothélium » n’'avaas e sens pour moi. Et pourtant...
L’endothélium n’est-il pas ce tissu si essentiel'ilqpermette aux organes d'étre
approvisionnés en oxygéne et en nutriments ? Ddgeamimbre de processus physiologiques
(contréle du passage des molécules dans et hoftuxisanguin, contréle de la pression
sanguine, coagulation et angiogenése physiologiqie)pathologiques (athérosclérose,
angiogenese tumorale ou encore inflammation) gpedéent directement ou indirectement
des fonctions de I'endothélium, on ne peut que igoat I'importance de connaitre et
d’étudier ce tissu.

L’intégrité et la cohésion de I'endothélium somsarées par les jonctions cellule-
cellule, les jonctions cellule-matrice extracelitdamais également par lI'ancrage de ces
jonctions au cytosquelette. Au sein de notre éfuipous nous intéressons plus
particulierement aux jonctions adhérentes qui pegeneaux cellules de s’assembler entre
elles pour former ce tapis de cellules jointivesegul’endothélium. La VE-cadhérine est
lartisan principal de cette cohésion tissulairerot®ine transmembranaire, sa partie
extracellulaire assure les liaisons homotypiqueaseemolécules de VE-cadhérine, sa partie
intracellulaire, quant a elle, assure I'ancragecgiosquelette. C’est sur ce dernier point,
'ancrage des jonctions adhérentes au cytosquetkdietine, que j'ai travaillé durant ces
guatre derniéres années. Mon sujet de thése s&npnent construit au grés de mes
recherches et s'intitule aujourd’hui : « Dynamiqie la jonction adhérente : R6le d’EPLIN
dans la stabilité des contacts intercellulaireBed@lothélium vasculaire ».

Ce manuscrit s’articule autour de trois partiemplementaires. La premiere partie
vous emmeénera dans une revue bibliographique qge pes fondements théoriques
nécessaires a l'introduction et a la compréhendiosujet. Vous y trouverez notamment un
chapitre consacré au systeme vasculaire et a lagmodes vaisseaux, un chapitre qui
s’intéresse aux différents acteurs moléculaired’aehitecture de la jonction adhérente et
enfin un chapitre qui vous propose quelques éléngmbur aborder la jonction
interendothéliale comme un systéme dynamique. tarske partie correspond au noyau dur
de ma theése, a savoir le fruit de ces années denadwe et d’expérimentation, valorisé
notamment par la rédaction d’'un article scientéigBour terminer, je vous propose quelques
réflexions personnelles sur les conclusions eteleedir de ce travail de recherche dans une
partie intitulée : Conclusions et perspectivesirgrdans un chapitre annexe, sera présenté un
article, auquel jai participé, intitulé : «The too protein Myosin-X transports VE-Cadherin
along filopodia to allow the formation of early enielial cell-cell contacts » et publié en

2010 dans Molecular and Cellular Biology.
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|. Biologie des vaisseaux

A. Physiologie du systeme vasculaire : anatomie deaisseaux

Le systeme vasculaire, qui comprend les artéessye¢ines et les capillaires, a deux
grands roles a jouer dans I'organisme. D’une plaassure a tous les tissus de I'organisme un
apport continu en oxygene et en nutriments ainsilgwvacuation du dioxyde de carbone et
des déchets. D’autre part, il travaille en étraidaboration avec le coeur pour maintenir un
débit sanguin continu dans I'appareil circulatarelissant le flux sanguin pulsatile a la sortie
du ceceur.

La paroi des vaisseaux sanguins est schématiquerepnésentée comme la
superposition de trois couches concentriques :titi@, la média et l'adventice (:

Représentation schématique d’une coupe de vaisseguifrigure 1).

Adventice
Media
Intima
&, Cellule endothéliale — Lame élastique interne
s "‘E%J Péricyte ~ ==e-- Lame élastique externe

Membrane basale
42 Cellule endothéliale lymphatique
Matrice extracellulaire

ﬁ Cellule musculaire lisse
=™, Fibroblaste

Figure 1 : Représentation schématique d’'une coupeedvaisseau sanguin

De maniére geéneérale, les vaisseaux sanguins de diamsétre (veines et arteres) sont
constitués de trois couches (ou tuniques) sucasssivlintima constitué de cellules
endothéliales jointives et de cellules musculdisses, la média principalement constituée de
cellules murales (péricytes et cellules musculdissgs) et enfin I'adventice composé de tissu
conjonctif et de fibroblastes. D’aprékain, 2003)
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L’intima, principalement constitué de I'endothéfiuest I'épithélium de revétement de
toutes les parois vasculaires en contact direat sdlux sanguin. La média est formée de
cellules musculaires lisses et de constituants adenatrice extracellulaire, elle assure
essentiellement les fonctions vasomotrices du ®aiss L'adventice, quant a elle, est la
couche la plus externe, elle est constituée dediltastiques et conjonctives et contient les
éléments nerveux. Cette structure peut varier type de vaisseaux a l'autre et confere aux

artéres, aux veines et aux capillaires des prasrigarticulieres.
1. Le systeme artériel

Le systeme artériel est constitué d’arteres ett@iales. Son rble est d’assurer la
distribution du sang riche en oxygéne a partir ghucet jusqu’aux tissus. Les arteres, proches
du coeur, sont des vaisseaux de diamétre importardogtiennent des fibres élastiques qui
permettent d’amortir les élévations de la presssystolique. Les artéres se ramifient
progressivement en artérioles, qui possédent daméties plus petits permettant une
meilleure pénétration au cceur des tissus. Lesi@egrsont plus riches en fibres musculaires

ce qui leur permet de lisser le flux sanguin afifilgoit continu a I'entrée des capillaires.
2. Le systéme veineux

Le systeme veineux est chargé de transportemnlg gauvre en oxygene et les déchets
métaboliques des tissus vers le coeur. Pour dilégiux sanguin des tissus vers le cceur, les
veines possédent un mécanisme anti-reflux qui engpée sang de revenir en arriére. Ce
mécanisme anti-reflux est constitué de nombreusdgules qui imposent un sens de
circulation. Le systeme veineux a également unectiom de réservoir sanguin et de
régulation de la volémie. En conditions physiolagig ou pathologiques, les veines peuvent

mobiliser ce volume sanguin a tous moment graeeadomposante musculaire.
3. Les capillaires

Les capillaires sont des vaisseaux sanguins egtréant petits qui relient le systeme
artériel au systeme veineux fermant ainsi la bodeléa circulation sanguine. La composition
de ces capillaires se limite & un endothélium, lamee basale et quelques péricytes. Les
capillaires irriguent la quasi-totalité des tissies 'organisme et permettent les différents

eéchanges entre le sang et les cellules.
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Les capillaires peuvent différer en fonction desdins physiologiques de chaque
tissu. On distingue ainsi trois types de capila{Risau, 1995).
- les capillaires continus : les cellules endo#iés forment un revétement interne complet
sans espaces intercellulaires ni intracytoplasnsique
- les capillaires fenestrés : le cytoplasme desulesl endothéliales est percé de pores
(fenestrations) présentant parfois une obturateomup diaphragme. Ils sont présents dans les
tissus ou les transferts (filtration, échangemdécules) sont nécessaires.
- les capillaires discontinus : les cellules endb#hes possedent de véritables orifices
transcytoplasmiques. Ces structures favorisentraastert rapide et moins sélectif de

macromolécules et de cellules (dans la moelle agsgar exemple).
4. Le systeme lymphatique

Comme nous l'avons vu précédemment, les vaissesanguins sont chargés
d’approvisionner les tissus en oxygene, nutrimentet d’évacuer les déchets et le dioxyde
de carbone. Ce sont les capillaires qui sont impkglors de ces échanges sang/tissus. La
pression sanguine cause une fuite continue de plaes capillaires vers I'espace interstitiel.
La principale fonction du systéme lymphatique estichiner I'espace intercellulaifeon der
Weid and Zawieja, 2004) Le systeme lymphatique est constitué d'une admmnce de
vaisseaux a extrémités borgnes par lesquelledueies$, macromolécules et autres cellules
(leucocytes extravaseés, cellules présentatriceatigénes) entrent. Ainsi la lymphe est
transportée dans le réseau de vaisseaux lymphat&uetourne a la circulation sanguine par
le canal thoracique au niveau des veines sousecés:i Sur son trajet la lymphe passe au
niveau de la chaine des ganglions ou des parti&itesgeres peuvent y étre détectées et
déclencher la réponse immunitaire spécifique. Enfax lymphe joue un rdle nutritif
puisqu’elle permet d’acheminer une partie des éipichbsorbés par l'intestin et un réle

d’épuration en véhiculant une partie des déchdliglaiees. (Alitalo et al., 2005)
B. Formation du systeme vasculaire

Au cours de I'embryogenese, la constitution dutesye vasculaire mature se
décompose en deux processus successifs que seatsdalogenése et I'angiogenése. La
vasculogenése correspond a l'apparition des vaigspamaires. Par la suite, ce réseau se
ramifie et se stabilise au cours de I'angiogenEggu(e 2).
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Figure 2 : Formation du systeme vasculaire : vascogenése et angiogenese

La formation du réseau vasculaire se décomposetagres successives. Les progeniteurs
endothéliaux se différencient en cellules endottedi artérielles et veineuses qui
s’assemblent pour former le réseau vasculaire pfiau cours de la vasculogenése. Au cours
de l'angiogenése, le réseau vasculaire primititesi@ et se développe. Enfin, le réseau
vasculaire suit une étape de maturation duranteldgmues cellules musculaires lisses
stabilisent I'édifice pour former un systéeme vaaael mature. D’apre@armeliet, 2003)

1. Vasculogenése

Les cellules embryonnaires doivent pouvoir se mQurespirer et évacuer leurs
déchets avant méme que l'intestin, les poumongstdins ne soient en place. Toutes ces
fonctions sont assurées par les vaisseaux primasess de la vasculogenése. La
vasculogenése se met en place a différents moraeritsiction des territoires de I'embryon ;
elle est initiée chez I'embryon au niveau du saelln (Baldwin, 1996) D’aprés une étude
du développement vasculaire physiologique de laisda vasculogenése intra-embryonnaire
débute autour de primordium de I'endocarde a 7¢@3(dpys postcoitumgt se poursuit dans
I'aorte dorsale a 7,6 dg®rake and Fleming, 2000)

Le réseau capillaire primitif se forme par cromssaet fusion d'llots sanguins puis se
différencie pour former le systeme artério-veinegxla circulation sanguiné&igure 2). Les
cellules périphériques des ilots sanguins se difi@ent en cellules endothéliales alors que les
cellules situées au centre des Tlots sont desupsgars hématopoiétiques et des cellules
sanguinegFlamme et al., 1997)

La vasculogenese n’a pas lieu au méme moment dasdds territoires de 'embryon. Elle
commence par le sac vitellin, puis autour du prionon de I'endocarde, les aortes dorsales

etc et 'angiogeneése arrive plus tard (sauf apparent dans le poumon ou c’est simultané).
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L’origine commune des progéniteurs endothéliaukéhatopoiétiques est suspectée
depuis le début de XXiéme siécle. Elle a été come dans plusieurs modeles animaux
(oiseaux, sourisjJin and Patterson, 2009)Plus récemment, cette méme origine commune a
pu étre démontrée sur des embryons humains. Urtke éhontre qu’'un pool de cellules
KDR+ CD34- d’origine mésodermique apparaissanté&hutide la 4™ semaine de gestation
pourrait représenter la population de précurseénsamgioblastiques des lignées endothéliale
et hématopoiétique. Au cours du développement, aakiles KDR CD34- vont
progressivement co-exprimer I'antigéne CD 34 en méemps que les vaisseaux sanguins
apparaissent. Parallelement, un contingent deleslliikDR+ CD34- suspectées d’étre des
hémangioblastes, va persister au niveau du plandeet'aorte jusqu'a l'apparition des
premiers foyers cellulaires hématopoiétiques iatrdryonnaire¢Cortes et al., 1999)

Longtemps considéré comme un mécanisme spécifiguembryogenése, il s’avére
au contraire que la vasculogenése est égalementivés chez I'adulte en conditions
pathologiques ou physiologiques. De nombreuseserekbhs ont donc été consacrées a
I'étude des facteurs impliqués dans la régulatienlal vasculogenése afin de trouver de
nouvelles cibles thérapeutiques. A titre d’exemplee étude de canceérologie de 2006 a
montré l'implication du VEGF et du PIGF dans lassalogenése chez I'adulteeurs
résultats, obtenus sur des modéles murins de teartapon de moelle osseuse, montrent
gu’une élévation locale de I'expression du VEGB®t/du PIGF au site tumoral favorise la
vasculogenésén vivo. Ces facteurs auraient un role dans le recruterdenprogéniteurs
endothéliaux circulants ayant pour conséquence olandtion de nouveaux vaisseaux
fonctionnelg(Li et al., 2006)

2. Angiogenese

L'angiogenése est définie comme le processusvaétrla croissance de nouveaux
vaisseaux sanguins (néovascularisation) a partirvdisseaux préexistants. Différents
mécanismes décrivant ce processus ont été déenits I& littérature : I'angiogenése par
bourgeonnement et I'angiogenése par intussusceffignre 3). D’'autre part, on distingue

'angiogenése physiologique de I'angiogenéese patjique.
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Bourgeonnement

Figure 3 : Les différents types d’angiogenese

L’angiogenese par bourgeonnement se fait commensan l'indique par bourgeonnement
d'un vaisseau préexistant a partir de la migratetn de la prolifération de cellules
endothéliales (pointe de fleche). L’angiogenéseipassusception se fait par division d'un
vaisseau préexistant (fleche). D’ap(Eassmeyer et al., 2009)

a. Mécanisme d’angiogenese par bourgeonnement

Ce mécanisme d’angiogenése fut le premier détriiécessite la coordination de
plusieurs étapes bien définies qui sont finemegulées par de nombreuses molécules
agonistes et antagonist@istler et al., 2003) Ces différentes étapes ainsi que les molécules
impliquées sont répertoriees dangigure 4.

- Vasodilatation et perméabilité des vaisseaux)isénts : L'angiogenese est initiée par une
vasodilation du vaisseau préexistant qui impliquayide nitrique (NO). La perméabilité
vasculaire est augmentée en réponse au VEGF, ganhatnsi I'extravasation de protéines
plasmatiques qui serviront de support aux celluleigrantes. Cette augmentation de
perméabilité vasculaire se fait par l'intermédiade la formation de fenestrations et de
canaux transendothéliaux (VVOs : vesiculovacuotganelles) mais elle passe également par
une redistribution de PECAM (Platelet EndotheliallCAdhesion Molecule) et de la VE-
cadhérine(Carmeliet, 2000)

- Déstabilisation des vaisseaux et dégradationadmdémbrane basale : Les vaisseaux sont
déstabilisés par le détachement des cellules maisesillisses périphériquéBistler et al.,

2003) La dégradation de la matrice extracellulaire @s¢ étape importante puisqu’elle
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permet de libérer la voie pour les cellules migeanmhais aussi pour les facteurs de croissance
qui, en I'absence de dégradation, seraient sé@sedéms la matrice. Les MMPs constituent
une famille d’enzymes protéolytiques qui assuretiectivement la dégradation de toutes les
molécules de la MEQGabison et al., 2003)

; - |
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— o lamatrice -*-q’) { des vacuoles
Stimulus ‘ W<
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Figure 4 : Mécanisme d’angiogenése par bourgeonnenmte

L’angiogenése par bourgeonnement est initiée pamatmdilatation et la perméabilité d’'un
vaisseau préexistant en réponse a un stimulus géwgogue (A). Le vaisseau est ensuite
déstabilisé et la matrice extracellulaire dégrapéer ouvrir la voie aux cellules migrantes
(B). Les cellules endothéliales se mettent a migtea proliférer pour former un nouveau
bourgeon endothélial (C). Enfin, les cellules ehdbales s’organisent pour former la lumiére
du tube vasculaire et les cellules péricytaires smrutées pour stabiliser le nouveau vaisseau
(D). D’apres(Adams and Alitalo, 2007)

- Prolifération et migration des cellules endothiés : Sous le contrble de stimuli
angiogéniques, les cellules endothéliales vont enigen utilisant certaines molécules
d’adhésion a la matrice extracellulaire comme édgrines. Ainsi, I'intégrinevp3, qui n’est
généralement pas exprimée dans les vaisseaux sarghéz I'adulte, apparait au niveau de
'endothélium au cours du développement et au codes processus angiogéniques
pathologiquegStupack and Cheresh, 2004)Ceci suggére que cette intégrine pourrait avoir
une fonction importante durant l'angiogenése et n@ovascularisation au cours du

développement. De nombreuses études vont dansnese(Eéeiri and Cheresh, 1999)
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L'une delle a montré que l'angiogenése au sein miodéle CAM (membrane
chorioallantoide de poulet) se trouvait interrompere utilisant un anticorps bloquant
l'intégrine avp3 alors que les vaisseaux déja formés n’étaientt@ashés(Brooks et al.,
1994).La méme équipe publia un an plus tard une secéndie sur modeldgs vivode CAM

et de cornée de lapin comparant la contributionid&Egrinesavp3 etavp5 au phénomeéne
d’angiogenese. L’étude conclut que I'angiogenedeite par le bFGF ou le TNFdépend de
lintégrine avp3 tandis que I'angiogenese initiée par le VEGFT@&a ou le phorbol ester
fait appel a l'intégrinexvp5 (Friedlander et al., 1995) Le VEGF-A, qui intervient dans de
nombreuses étapes de l'angiogenése, active lafgpedion et la migration des cellules
endothéliales. Il a été montré que le VEGF-A adtilmamigration des « tip cells » (cellules
endothéliales situées a I'extréemité des bourgendstléliaux qui émettent de longs filopodes
ou cellules pionnieres) et augmentait la proliiérades « stalk cells » (cellules endothéliales
situées au niveau du corps des bourgeons endathétia cellules-tige). Tandis que la
migration des « tip cells » est régulée par unigradde VEGF-A, la prolifération des « stalk
cells » est régulée par sa concentraiiGerhardt et al., 2003) La voie Notch assure la
balance entre «tip cells » et « stalk cells ».efffiet, les « tip cells » expriment des ligands
Notch comme DII4 qui interagissent avec les réagptéNotch des « stalk cells ». Cette
activation de la voie Notch réprime en retour I'egsion des récepteurs au VEGF et confére
aux « stalk cells » leur phénotype en les empéaihakevenir « tip cells ¢Siekmann et al.,
2008) Cet exemple illustre toute la complexité et lzefise nécessaire a la régulation de ce
phénomene complexe gqu’est 'angiogenése.

- Formation de la lumiére du tube vasculaire diiksation des vaisseaux : La formation de la
lumiéere du tube vasculaire se fait par 'organ@aties cellules endothéliales polarisées, pble
apical tourné vers la lumiere du tube et péle lmat@ikant face a la matrice extracellulaire
extérieure au tube vasculaire. Les mécanismesaggoétte étape restent encore peu connus.
Cependant, on sait que le VEGF agit sur la taillediameétre de la lumiere du tube. Le
VEGF121 et le VEGF165 augmentent le diamétre luhiaradis que le VEGF 189 conduit a
une réduction de la taille du vaisseau. D’autre, pes intégrines\VV33 eta5B3 ainsi que le
facteur de transcription MEF2C (Myocyte Enhancendbig Factor 2C) affecteraient
egalement la formation de la lumiére des néovaiss@@armeliet, 2000) Par ailleurs, la
protéine CCM1 responsable de malformations cérébrahverneuses semble également
impliquée dans l'organisation de la lumiere vasiceleEn effet, I'extinction de CCML1 par

ARN interférence conduit a une altération de lai&@rendes tubes vasculairisampugnani
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et al., 2010) Pour finir, le nouveau vaisseau est stabilisé paietrutement des péricytes a la
périphérie du vaisseau prémature. Les mécanismiutaires aboutissant a la stabilisation
des vaisseaux font intervenir de nombreux factdugssysteme des angiopoiétines (Ang) et
de leurs récepteurs Tie intervient dans la statiba des vaisseaux. L’effet principal d’Ang-
1 via son récepteur Tie-2 est de stabiliser lessesux en favorisant le recrutement des
péricytes. Inversement, Ang 2 tend a affaibliritéeractions cellules endothéliales/ péricytes
et donc a entrainer la perte des péricytes entramasi une régression du vaisséBuxe et

al., 2011) Par ailleurs, d’autres facteurs sont égalememne® pour intervenir dans le
recrutement des péricytes autour de I'endothéliune étude a récemment évalué le role de
deux facteurs spécifiques dans le recrutement éiésypes dans un modéle de culture en 3D
dans une matrice de collagéne. Ainsi, ils ont méompue I'inhibition du Platelet Derived
Growth Factor-BB et d’'un membre de la famille depidermal Growth Factor (Heparin-
Binding-EGF) provoque un défaut de recrutementpdesytes au niveau du tube de cellules
endothélialegStratman et al., 2010)

b. Mécanisme d’angiogenése par intussusception

Le terme dintussusception n'est pas un terme finéei de l'angiogenese. En
physiologie, I'intussusception désigne le modeat@ssement d'un organisme, d'une cellule
vivante, par la pénétration et l'incorporation daténiaux et d'éléments nutritifs empruntés au

monde extérieur.

Figure 5 : Représentation tri-dimensionnelle du preessus d’angiogenése par

intussusception

Le processus commence par I'invagination des pamposées d’'un vaisseau préexistant a
lintérieur de la lumiere du tube vasculaire. Larsgles parois entrent en contact, elles
forment un pont endothélial. Le processus se termpar la perforation du pont endothélial et
l'invasion par les fibroblastes et les cellulesipgrires pour former deux vaisseaux distincts.
D’apres(Burri et al., 2004).
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Les travaux fondateurs de ce nouveau concept agphgl’angiogenése datent de la
fin des années 80. Ce mécanisme fut mis en évidemrc€aduff et ses collaborateurs en 1986
au cours d’'une étude portant sur la restructuratiorit capillaire sur des poumons de rats
(Caduff et al., 1986) Quelques années plus tard, le travail de micascélectronique de
Burri lui permit de définir ce meécanisme d’'angioge@ par intussusception comme
I'élargissement et la séparation des vaisseaux fbémés Figure 5). Plus précisément,
guatre étapes distinctes sont proposées. Danseamegyrtemps, il y a création d’'une zone de
contact entre les deux parois opposées d'un vaisska telle maniére a former un pont
endothélial. Ensuite, les jonctions intercellulaide I'endothélium se réorganisent avec une
perforation centrale de la bicouche endoth&lighour permettre aux facteurs de
croissance et aux cellules de pénétrer dansimen. Puis un pilier est formé entre les
deux nouveaux vaisseaux au hiveau de la zonerdaataui est colonisée par les péricytes
et les myofibroblastes. Ces cellules commencenms @ déposer des fibres de collagene afin
de fournir un support de matrice extracellulairecesSaire a la croissance du vaisseau
néoformé&Burri et al., 2004; Burri and Tarek, 1990)

L’intussusception est impliquée dans trois proces$el croissance et de remodelage
vasculaire distinctgDjonov et al., 2003)
- La croissance microvasculaire intussusceptive3IMtussusceptive microvascular growth)
permet une extension rapide du plexus capillagerrissant une grande surface endothéliale
pour les échanges métaboliques. C’est I'observat®ie processus qui a conduit Caduff a
décrire ce nouveau concept d’angiogenese.
- L’arborisation intussusceptive (IAR Intussuscegtiarborisation) modifie la taille, la
position et la forme du plexus capillaire afin denfier une arborescence vasculaire
- Le remodelage des ramifications par intussussep{iBR intussusceptive branching
remodeling), comme son nom l'indique, conduit a desdifications pour optimiser la
géométrie des ramifications vasculaires.

En conclusion, I'avantage de ce type d’angiogem&se bourgeonnante est que les
néovaisseaux sont géenerés rapidement de manianeracpe du point de vue énergétique et
meétabolique. En effet, ce processus n’'a besoin'umedprolifération excessive de cellules

endothéliales, ni de dégradation de la membraradyas d’invasion des tissus environnants.
3. Angiogénese physiologique et pathologique

L’angiogenése est avant tout un processus physiplegqui a lieu au cours du

développement embryonnaire mais qui est égalengaativé chez I'adulte au cours de la
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réparation tissulaire, I'exercice physique ainsiagucours du cycle menstruel et de la
grossesse.

Cependant, si les mécanismes d’angiogenése sanitattidiés, c'est surtout parce
gu’ils sont impliqués dans de tres nombreuses pajles caractérisées soit par une
angiogenese excessive ou anormale, soit par unegamgse insuffisante ou une régression
vasculaire Tableau 1) (Carmeliet, 2003)

La pathologie la plus étudiée reste le cancerébiéamontré que I'angiogenese était un
elément essentiel de I'évolution et de la progmssumorale(Folkman, 1971) Dans les
premieres phases du développement tumoral, lesnauits sont fournis par les vaisseaux des
tissus sains. Alors que la taille de la tumeur aerge, de nouveaux vaisseaux se forment afin

d’irriguer la tumeur et d’assurer sa croissance.

Organe Pathologies humaines ou murines associees

Multiples organes Cancers (activation d’'oncogéne, perte de suppreskedumeur)
maladies infectieuses (pathogénes qui expriment deses
angiogéniques, induisent le programme d’angiogenése
transforment les cellules endothéliales), désordrem-immuns
(activation des mastocytes et autres leucocytes)

Vaisseaux sanguins | Malformations vasculaires, syndrome de DiGeorge ibl@a
expression de VEGF ou de neuropiline-1), hémangioaverneux
(perte des connexines 37 et 40), Télangiectasieéditaire
Hémorragique (mutation de [I'endogline ou de ALK-1),
artériopathie apres transplantation

Tissu adipeux Obésité (angiogenése induite par une alimentaiobw len graisse)

Peau Psoriasis, verrue, allergie, dermatite, cicatricbel@idienne
granulome pyogénique, dermatose bulleuse, sarcaan&aposi
chez les patients atteints du SIDA

Oeil Hyperplasie du corps vitreux (perte d’Angiopoiéttheu VEGF
164, rétinopathie diabétique, rétinopathie du pténéa
néovascularisation  choroidienne  (mutation de TINP
Dégeénérescence Maculaire Liée a I'Age (DMLA)

1
w

Poumon Hypertension pulmonaire primaire, asthme, polypesanx

Appareil digestif Inflammation de [lintestin et maladies périodonsaleascite
adhérence péritonéale

Appareil reproductif | Endométriose, saignements ovariens, hyperstimuladiarienne
kystes ovariens

Os, cartilage Arthrite, ostéomyeélite, formation d’ostéophytesyayite

Tableau 1: Pathologies caractérisées ou causéesr pme angiogenese anormale ou
excessiveD’apres(Carmeliet, 2003)

Les vaisseaux tumoraux difféerent des vaisseaumaox et sont caractérisés par une

morphologie plus tortueuse, un calibre irrégulieuee perméabilité accrue. lls permettent
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néanmoins d’acheminer les nutriments au site tuhebrde disséminer les cellules tumorales
sous forme de métastases a distance du site denkeut primaire(Carmeliet and Jain,
2000)

Les thérapies qui sont aujourd’hui envisagéesnviskonc a cibler les voies de
signalisation impliqguées dans I'angiogenese. Pagsrivoies de signalisation, on peut citer la
voie du VEGF et de ses récepteurs VEGFR-1 (FIttlYEGFR-2 (KDR, Flk-1)(Ferrara
and Kerbel, 2005) Les différentes stratégies thérapeutiques ciliéambie du VEGF en place

ou en cours d’étude sont récapitulées stidare 6.

A C
Anticorps Récepteurs VEGF
i solubles
anti-VEGF
VEGF-trap
E e
Anticorps \\ Q%O.\

anti-récepteur

au VEGF VEGFR-1 @
* ptameres

&%@ 2 B VEGFR-2

B

Anticorps
\ anti-récepteur
au VEGF
Petites molécules b 4
inhibitrices

Figure 6 : Stratégies d’inhibition de la voie de gjnalisation du VEGF

Les principales stratégies d’inhibition de la v&&GF sont l'utilisation d’anticorps anti-
VEGF (A) ou anti-récepteur au VEGF (B) et l'utilismn de VEGF-trap, protéine de fusion
d'un récepteur au VEGF et du fragment Fc d'une imoglobuline agissant comme un
récepteur soluble avec une haute affinité pourB&W (C). D'autres stratégies utilisent des
aptameres anti-VEGF qui neutralisent le VEGF empéchant de se fixer sur son récepteur
(D), des petites molécules inhibitrices des tyresikinases agissant sur les récepteurs du
VEGF qui inhibent l'autophosphorylation des récepseau VEGF apres fixation du ligand
(E). De nouvelles stratégies font également leupadpon avec [I'utilisation d’ARN
interférence. D’apré-errara and Kerbel, 2005)
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C. Cohérence de I'endothélium vasculaire

1. Généralités sur I'endothélium vasculaire

D’un point de vue anatomique, I'endothélium es@épithélium pavimenteux constitué
d’'une monocouche de cellules endothéliales joistitapissant la paroi interne de tous les
vaisseaux sanguins et lymphatiques.

Au cours du développement, I'endothélium se difiére des autres épithéliums car |l
dérive du mésoderme embryonnaire (la plupart déesadérivant de l'ectoderme ou de
I'endoderme). Il existe peu ou pas de marqueur (RN protéines) qui soient exprimés
spécifiqguement et uniformément dans I'endothéli®ependant, quelques protéines sont
candidates au titre de marqueur de I'endothéliuRECAM-1 (Platelet/Endothelial Cell
Adhesion Molecule aussi connu sous le nom de CBgalement exprimé dans les plaquettes
et les monocytes ; la thrombomoduline présente dass les kératinocytes, les trophoblastes
et les leucocytes ; le facteur von Willebrand (vVWégplement exprimé dans les plaquettes.
Enfin, on compte parmi ces marqueurs potentielsyfacadhérine (VE pour Vascular
Endothelial) qui est également exprimée dans léetrophoblastes extravilleux humains
(Zhou et al., 1997t les trophoblastes muri(Breier et al., 1996)

Les cellules endothéliales sont impliquées dansatabreux aspects de la biologie
vasculaire incluant : le contréle de la pressiongsae, la coagulation (thrombose et
fibrinolyse)a, I'athérosclérose, l'angiogénése pblpgique et tumorale ainsi que
linflammation. L’endothélium contréle égalementpassage de molécules et le transit des
leucocytes dans et hors du flux sanguin.

Afin de maintenir son intégrité et d’assurer saxcfions, 'endothélium vasculaire est
doté d’'un systeme d’adhérence cellule-matrice @t dysteme d’adhérence cellule-cellule qui
assurent la cohérence du tissu endothélial. laismmous intéresserons tout particulierement
aux jonctions intercellulaires de I'endothélium.

Les cellules endothéliales sont capables d'adhésr unes aux autres et de
communiquer grace a difféerentes structures jonogtes composées de protéines
transmembranaires qui assurent I'adhérence hontptgpntercellulaire et la connexion entre
les cellules. Ces jonctions se répartissent ers toaitégories : les jonctions serrées ou
étanches, les jonctions communicantes et les mmstiadhérentes qui participent
respectivement a la fonction de barriere semi-pahieg a la communication entre cellules et

a l'intégrité tissulaire.
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Selon les organes, I'endothélium peut se spésiadéis vue de remplir une fonction
spécifigue de l'organe. Dans le glomérule rénal,laime basale, sur laquelle repose
'endothélium, est fenétrée, elle comporte desdrqui lui donnent une fonction de filtre
moléculaire. Ces orifices permettent d’'une partpbkssage de toutes les molécules a
I'exception des protéines et jouent, d’autre pantréle fondamental dans le fonctionnement
du rein. Dans le systeme nerveux, au contrairegdlales endothéliales sont reliées par des
jonctions serrées tres complexes restreignant degg@ des molécules entre les cellules, ce
qui confére des fonctions spécifiques a la barrieééenato-encéphaliquéAird, 2007a;
Liebner et al., 2006)

2. Les jonctions serrées
a. Structure et fonction

Les jonctions serrées ou étanches permettentxaadiules adjacentes d’accoler leurs
membranes créant ainsi une barriere controlantaesgge de molécules dans I'espace
intercellulaire et empéchant la diffusion latérdés protéines hors de leur aire fonctionnelle.
Situées entre la partie apicale et la partie b&swalie, elles contribuent a la polarisation des
cellules endothéliales et épithéliales.

20-2

Claudine

Occludine
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Figure 7 : Composition moléculaire des jonctions setes

Les jonctions serrées sont constituées de compmogmhbranaires (claudines, occludines et
JAM) et de protéines déchaffaudage (ZO-1, -2 8}. -Ces différents composants
interagissent avec le cytosquelette d’actine mg&ednent avec des protéines de régulation
(GTPases et kinases par exemple). D’afirtapierre, 2000).
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Afin de pouvoir moduler cette perméabilité paradaire sous certaines circonstances,
les protéines membranaires de la jonction serrderstiées au cytosquelette d’actine via des
complexes de protéines adaptatrices. Elles peudgalement interagir avec des protéines

régulatrices, les petites GTPases par exenkjiirie 7).
b. Principaux composants membranaires des jonctionserrées

> Les claudines

Les jonctions serrées sont formées de multiplesposants mais les membres de la
famille des claudines en sont les constituants unsjeChez les mammiferes, 24 membres
appartenant a cette famille ont été identifiés. Smmacture commune les caractérise et leur
confére un rdle a la fois structural et fonctionn€e sont des protéines a 4 domaines
transmembranaires, présentant 2 boucles extramiedlsl et dont les extrémités N-et C-
terminales s’étendent a l'intérieur du cytoplasiree partie extracellulaire est impliquée dans
la régulation du passage des solutés au traveta denocouche et dans la formation de
diméres avec des molécules de claudines de laleealtljacente. L'extrémité C-terminale,
qguant & elle, contient un domaine PDZ qui lui pdrmentrer en interaction avec des
protéines scaffold : MUPP1 (Multi-PDZ Protein 1)AR (PALS1-associated TJ protein),
Z0O-1, ZO-2 et ZO-3 (Zonula Ocludens-1, -2 et -3),MAGUKs (membrane-associated
guanylate kinasg).al-Nag and Morin, 2009).

La claudine-5 est spécifique de I'endothéliumcudaire bien que plus exprimée au
sein de la barriere hématoencéphaligM®rita et al., 1999) Sa fonction a été en partie
déterminée par invalidation génique chez la solbens le cerveau de ces souris, aucune
altération du développement ou de la morphologecwiaire n'a été détectée, les jonctions
serrées sont présentes aux jonctions interendalib€liet expriment la claudine-12.
Cependant, la barriere hématoencéphalique estpauméable aux petites molécules <800
Da. Les jonctions serrées composees de claudijetiait le réle de tamis moléculaire
ayant un filtre a 800 Dé#Nitta et al., 2003) A I'heure actuelle, d’autres membres de la
famille des claudines (claudine-1, -2, -3, -12 Ei)-ont été identifiées dans I'endothélium
vasculaire de certains organes. Au-dela de leuttimm de barriére, les claudines jouent un
réle dans le transport paracellulaire d’ions. Leupression différentielle s’adapterait aux
besoins spécifiques de perméabilité de chaque e(yéallez and Huber, 2008)

On peut noter qu’il existe un mécanisme de dialogoge les jonctions serrées et les

jonctions adhérentes, médié notamment par la VlRératk et la claudine-5. En effet, il a été
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montré que la VE-cadhérine régule positivemeneleegcodant pour la clauding-baddei et
al., 2008) Ce mécanisme moléculaire de dialogue entre VEé@dake et claudine-5 tend a
expliquer la forte augmentation de perméabilitéeolae en absence de VE-cadhérine. Celle-

ci serait en partie causée par une régulation ivégail gene de la claudine-5.
» L’occludine

L’occludine est le premier composant membranai® jdactions serrées identifié en
1993. Elle est localisée au niveau des jonctioteréellulaires endothéliales et épithéliales.
Elle se compose de 4 domaines transmembranaireségarent la protéine en 5 domaines
distincts : des extrémités N- et C-terminales (2Bles aminés environ) cytoplasmiques,
deux boucles extracellulaires et une partie inthalegre (Furuse et al., 1993) Depuis, de
nombreuses études ont cherché a déterminer laitnagtiin respective de chacun de ces
domaines aux fonctions de la jonction serrée. BPlariculierement, la premiere boucle
extracellulaire est impliquée dans I'adhérencealexdtellules adjacentes alors que la seconde
est nécessaire a la localisation de I'occludinese@in de la jonction serréeacaz-Vieira et
al., 1999; Medina et al., 2000)

D’autre part, comme les protéines de la famills daudines, I'occludine s’associe a
de nombreux partenaires intracellulaires comme Z@€X-2, ZO-3, JAM, VAP-33, JEAP ou
CLMP. Certaines de ces protéines lui permettertotserver cette localisation au niveau des
jonctions serrées ou bien encore lui fournissentamerage au cytosquelette d’actine
(Feldman et al., 2005; Furuse et al., 1994)

En ce qui concerne la fonction plus précise declidine, des études phénotypiques
de souris déficientes en occludine n’ont révélédafaut d’organisation, ni défaut de
perméabilité de la jonction serr¢8aitou et al., 2000) L'occludine ne serait donc pas
essentielle a I'établissement des jonctions serréen peut supposer qu’en absence
d’occludine, d'autres protéines prennent le rel&sfin, la présence d'occludine dans les
cellules endothéliales du cerveau et sa faibleesgion dans les cellules endothéliales non
neuronales suggére que la régulation de I'expresdioccludine est sans doute un point
déterminant de la perméabilité des jonctions sermd@ns les cellules endothéliales des
différents tissugHirase et al., 1997)

» Les protéines JAMs (Junctional Adhesion Molecules)

Les protéines JAMs sont des protéines transmeralvesnqui appartiennent a la
superfamille des immunoglobulines. Leur structuocenprend un domaine extracellulaire

composé de deux boucles de type immunoglobulingloumaine transmembranaire a un seul
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passage ainsi qu'un domaine intracellulaire. Lesnbres principaux de cette famille sont :
JAM-A (ou JAM, JAM-1, 106 antigen et F11R), JAM-Bussi connue sous le nom de JAM2,
VE-JAM, hJAM2 ou mJAM-3) et JAM-C (aussi connue sde nom de JAM3, hJAM3 and
mJAM-2). Plus récemment se sont ajoutées JAM4 BLIJAJAM-like aussi connue sous le
nom de AMICA1)Weber et al., 2007).

JAM-A se situe aux jonctions intercellulaires d@edules endothéliales et épithéliales
mais également a la surface des plaquettes ekedesdytes. JAM-B a une distribution plus
restreinte notamment au niveau des veinules HEgHHindothelial Veinules). Ce sont des
veinules post-capillaires, lieu privilégié du pagsales cellules lymphoides de la circulation
vers le systeme lymphoide et les tissus...

Enfin, a 'image de JAM-A, JAM-C a une large diistition dans les vaisseaux de type
HEV (High Endothelial Venule) des organes lymphejdgans les vaisseaux lymphatiques
mais aussi dans les plaquettes, les lymphocytetesT,cellules NK (Natural Killer) et
dendritiquegBazzoni, 2003)

De part leur domaine extracellulaire et leur l@szdlon stratégique aux jonctions
interendothéliales, les JAMs participent a I'adnéee interendothéliale mais facilitent
également le passage des leucocytes a traverotleidim en établissant des interactions
homo et hétérophiliques avec les leucoct®eber et al., 2007)

Via leur queue cytoplasmique a motif PDZ, JAM-AM-B et JAM-C interagissent
avec les protéines scaffold associées aux joncienges comme Z0O-1, AF-6 et PUPP1. Ce
domaine intracellulaire possede également des mitesensus de phosphorylation, substrats
de la PKC (Protein Kinase C), de la PKA (Proteimdse A) et de la Casein Kinase II.
Cependant, il existe aujourd’hui peu de donnéesegpliquent le rélen vivo de ces motifs
(PDZ et sites de phosphorylation) dans la régulaties fonctions attribuées aux JAMs
(Mandell and Parkos, 2005)

» La molécule ESAM (Endothelial Specific Adhesion Macule)

La molécule ESAM est une protéine transmembrarappartenant a la superfamille
des immunoglobulines. Protéine de 55 kDa, elle estnposée de deux domaines
extracellulaires de type immunoglobuline, d’'un wa&gdomaine transmembranaire de 25
acides aminés et d’'un domaine cytoplasmique deatRies aminés (Hirata et al., 2001). Bien
gue souvent associées aux JAMs, ESAM differe notamimpar ses partenaires
cytoplasmiques et sa distribution dans les tisSas. expression est strictement limitée aux

jonctions serrées des cellules endothéliales eplagquettes activées. Elle n’est pas exprimée
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a la surface des leucocytes ni dans les épitfMlegmann et al., 2006Plusieurs propriétés
et caractéristigues ont été associées a cette aeléc

Bien que l'on retrouve une localisation similaif&ESAM et de JAM-A aux jonctions
serrées des cellules endothéliales, il a été mauteSAM n’interagit pas avec les mémes
protéines a motif PDZ qui s’associent habituellemanJAM-A. Ceci suggére que les
fonctions d'ESAM et de JAM-A differeraient ou tadil moins qu'ESAM assure ses fonctions
en interagissant avec des partenaires différents.

Au dela de ces difféerences, ESAM comme JAM-A pgé a des interactions
homophiliques ce qui lui confere un role tres phdeadans la régulation des contacts
interendothéliauXNasdala et al., 2002)

Enfin, il faut également souligner qUESAM apposte contribution a I'extravasation
des neutrophiles a travers la monocouche endoinélizétude de souris et de cellules
endothéliales ESAM -/- a montré :

- une réduction de la transmigration leucocytaire

- une réduction du niveau d’activation de Rho, G3&Pinpliquée dans la déstabilisation des
jonctions serrées

- une réduction de la perméabilité vasculaire itedpar le VEGF

Mises bout a bout, ces observations nous sugggreBSAM a un réle important dans la
migration des neutrophiles a travers la paroi vias®uen agissant trés probablement sur les

contacts intercellulaire@Vegmann et al., 2006)
3. Les jonctions communicantes

Les jonctions communicantes sont aussi appeléestigos gap ou macula
communicans ou nexus. Ce sont des jonctions inlkaélaess qui mettent en relation le
cytoplasme de deux cellules voisines. La jonctiommunicante se présente comme un canal
qui traverse les membranes de deux cellules vaisfDeaque canal ou « nexus » est formé de
deux hexaméres de connexines (protéine a quatreaidesntransmembranaires) appelés
connexons qui délimitent un pore central par legiegbetites molécules peuvent passer d’'une
cellule a I'autre Figure 8). Selon la composition des connexons, ils soist lMiimomériques
s’ils sont constitués de connexines identiques étérbmériques s’ils sont constitués de
connexines difféerentes. Les canaux ainsi formés alams homotypiques ou hétérotypiques
suivant la nature des connexines qui se font f&oeon and Goodenough, 1998)

De nombreuses revues qui traitent des jonctiongrantiothéliales et de la

communication entre cellules endothéliales parlggt ou font abstraction des jonctions
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communicantegWallez and Huber, 2008) (Liebner et al., 2006) (Baoni and Dejana,
2004) Cependant le role de ce type de structure audseiiendothélium n’est pas a négliger.
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Figure 8 : Représentation schématique des jonctiormmunicantes

La protéine type des jonctions communicantes esbfmexine. Elle est constituée de quatre
domaines transmembranaires, d’une boucle intrdagluet deux boucles extracellulaires et
d’extrémités N- et C-terminales a l'intérieur duaplasme (A). Les connexines s'assemblent
dans la membrane en hexamere appelé connexonteragit avec un connexon de la cellule
adjacente pour former un canal intercellulaire (Bgs jonctions communicantes sont
constituées d’un nombre variable de canaux inthde@les concentrés en un méme endroit de
la membrane plasmique de deux cellules (C). Ebesmectent le cytoplasme de deux cellules
par un pore d’'un diametre de 3 nm environ. D’ag&sion and Goodenough, 1998)

Les cellules endothéliales expriment principalem@ntisotypes de connexines :
connexines 37, 40 et 43. Leur expression n'estupésrme dans I'endothélium de tous les
vaisseaux. Elle peut varier en fonction de I'espéoetype de vaisseaux et de sa position dans
I'arbre vasculairéHaefliger et al., 2004)

Plusieurs rbles physiologiques ont été attribuéx @nctions communicantes
endothéliales. En mettant en relation leur cytampla, les cellules peuvent « sentir » ce que
font leurs voisines et ainsi acquérir un comportensynchrone avec les autres cellules ; on
parle de couplage. Dans I'endothélium vasculaie, couplage est important dans les
phénomenes de migration et de prolifération callqui ont lieu au cours du développement

ou de de la réparation tissulaire.
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Une des stratégies pour confirmer I'importance ekejonctions communicantes est le
knock-out des principales connexines endothélictez des modéles animaux. Alors que les
souris Cx37 ou Cx40 sont viables, les souris Cx37Cx40" ne survivent que quelques
jours apres la naissance et possedent dimportdéfauts vasculaires. Ces résultats
suggerent, d'une part, qu’'il existe sans doute li@npmene de compensation d’'une Cx par
une autre en cas de délétion unique et d’autreqoaries Cx 37 et 40 sont impliquées dans le
développement du réseau vascul@8inon and McWhorter, 2002)

Une autre étude a, quant a elle, suivi I'expresdiemtrois connexines endothéliales au
cours de la réparation tissulaire. Le pattern d’egpion des trois connexines endothéliales
évolue au cours de la régénération du tissu. @aglique donc une certaine dynamique des
jonctions communicantes et une action coordonnédrdis connexines endotheliales lors des

différentes étapes de la réparation tissul@fieh et al., 2000)
4. Les jonctions d’ancrage
a.Les jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes sont ubiquitaires et sadot assez précocement pendant le
développement du systéme vasculaire. Leur impogtagst soulignée par le fait que
l'inhibition de I'organisation des jonctions adhétes cause des défauts majeurs a des stades
précoces du développeméhiebner et al., 2006)

La jonction adhérente est un élément essentieladindrence cellule-cellule. Cette
structure est composée de récepteurs transmemtasnappelées cadhérines, qui relient les
cellules entre elles en élaborant des interactimmsophiliques via leur partie extracellulaire
(Figure 9). Les cadhérines s’associent, via leur partieaoglulaire, a des partenaires
cytoplasmiques, notamment les caténines, qui letmettent un ancrage aux composants du
cytosquelette que sont les filaments d’actine stnecrotubulegHinck et al., 1994) Ces
complexes moléculaires interagissent également aVagtres partenaires tels que des
molécules de signalisation. Les jonctions adhéseatmt des structures trés dynamiques et
finement régulées. Elles participent au maintierielu physique entre cellules et régulent les
contacts intercellulaires. Comprendre et élucitichitecture moléculaire et les mécanismes
de régulation des jonctions adhérentes est uneadtigume de recherche cruciale pour la

compréhension de nombreux processus cellulaineatikeblogies associées.
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Jonction adhérente

. Membrane plasmique
Cadhérine |

Figure 9 : Représentation schématique d’une jonctioadhérente

Les jonctions adhérentes sont constituées de easpmembranaires, les cadhérines, qui
forment des interactions homophiliques avec lesémades de cadhérine des cellules
adjacentes grace a leur domaine extracellulairar demaine transmembranire leur permet
d’étre enchassé dans la membrane tandis que leim®ncgtoplasmique se lie a des
partenaires intracellulaires responsables de I&ger des jonctions adhérentes au
cytosquelette d’actine. D’apréBufort et al., 2011)

Plusieurs types de cadhérines sont exprimés dareeliles endothéliales, dont deux
sont majoritaires. La VE-Cadhérine constitue un queadr spécifique des cellules
endothéliales et assure la liaison des cellulestegtiales entre elles. La N-cadhérine, quant a
elle, assure le contact entre les cellules endathslet les cellules musculaires lisses ou les
péricyteg Gilbertson-Beadling and Fisher, 1993; Tillet et al 2005)

Au cours du prochain chapitre, I'architecture maléoe de la jonction adhérente

ainsi que les fonctions associées seront abordessdiére plus détaillée.
b. Les desmosomes

Les desmosomes sont des jonctions intercellulalmed la principale fonction est
d’établir un lien fort avec les filaments interm&idés du cytosquelette procurant ainsi une
certaine élasticité et une certaine tenue auxdigsgure 10). On retrouve principalement ces
structures dans des tissus soumis a de forts stnéssiniques comme |'épiderme et le

myocarde. Contrairement aux jonctions adhérengssjésmosomes sont capables d’atteindre
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un fort niveau d’adhérence également appelé hypéradce et qui est de plus insensible aux
variations de calciunfThomason et al., 2010)

Ces structures d’'adhérence sont trés présenteslemm@pithéliums et peu répandues
dans les endothéliums. Cependant, certains typesgltides endothéliales, a savoir celles du
systeme lymphatique ou des microvaisseaux, ont silegtures qui S’apparentent aux
desmosomes(Zhou et al., 2004) Ces structures, appelées complexus adhaerentes,
contiennent certaines molécules comme la desmaopktkia plakoglobin qui relient la VE-

cadhérine aux filaments intermédiai(@®jana, 2004)

] @ Plakophiline
Desmogléine

AV 4
l Desmoplakine
Y

) Filament intermédiaire

I Desmocolline

@ Plakoglobine

Figure 10 : Structure des desmosomes

Les desmosomes sont composés essentiellement sienpsoappartenant aux familles des
cadhérines desmosomales (desmogléine et desmegpllides protéines Armadillo
(plakoglobine et plakophiline) et des plakines (deplakine). La desmoplakine permet de
relier les cadhérines desmosomales aux filamern&rniédiaires. D’aprégDusek et al.,
2007)
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ll. Architecture moléculaire de la jonction adhérerne

interendothéliale

A. Généralités sur les cadhérines

1. Classification des cadhérines

De nombreux processus morphogénétiques au courdédeloppement ou de la
maintenance des tissus adultes font appel aux iptépradhésives des cellules entre elles.
Comme nous l'avons vu dans le chapitre précéderdgrdtypes de molécules d’adhésion et
de jonctions contrdlent les interactions physigeese cellules. Cependant, il est une classe
de molécules particulierement importante pour fuldtion des contacts intercellulaires : ce
sont les cadhérines. Leur nom dérive de « calciwepeddent adhesion », adhérence
dépendante du calcium.

Identifiées chez les vertébrés comme chez lestiglmes, les cadhérines se définissent
par la présence d’'un ou plusieurs modules extrdaetks (EC pour ExtraCellular) longs de
110 acides aminés et séparés par des zones intdaimed capables de lier plusieurs ions
calcium(Harrison et al.). Le nombre de domaines EC ainsi que les homolagesquences
en acides aminés permettent de classer la cerdaimadhérines connues chez les vertébrés
en quatre sous-familles. lEgure 11 illustre les différences d’organisation qu'il ekeisentre
les différentes sous-familles de cadhérines.

a. Les cadhérines classiques de type | et Il

Les cadhérines classiques comptent cing domaiGeasoies de I'extrémité N-terminal

a I'extrémité C-terminal EC1 a EC5. Leur domain&oplasmique est associé aux caténines,
qui en retour, interagissent avec le cytosquetBttetine(lvanov et al., 2001) La distinction
entre cadhérines de type | et Il se fait par le@osECL1. En effet, dans ce domaine EC1, les
cadhérines de type | possedent un résidu trypta@planservé alors que les cadhérines de
type Il en possedent deux ce qui leur conferenaé spécificité d’adhésiofPatel et al.,
2006) Les E-, P-, N-, R-cadhérines (Epithelial-, Plaaén Neuronal- et Retinal-cadhérins)
pour le type | et la VE-cadhérine (Vascular Endbéheadhérine) pour le type Il sont les plus

étudiées a I'heure actuellResink et al., 2009)
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Le schéma général veut que la partie N-terminateaeellulaire des molécules de
cadhérine assure le contact entre deux cellulesings (liaison homotypique) alors que la
partie C-terminale intracellulaire régit les intetians avec le cytosquelette via les caténines.
L’assemblage des domaines extracellulaires descadis est caractérisé par :

- une forte dépendance au calcium : I'absence di®@uoa induit une perte de l'activité
adhésive et une forte sensibilité aux protég8ssumgartner et al., 2000; Nagar et al.,
1996) Les ions calcium fixés entre chacun des modulesi@idifient I'édifice (Boggon et

al., 2002)

- une homotypie : une cellule exprimant un certgpe de cadhérine s’associe avec une autre

cellule exprimant le méme type de cadhéfBeggon et al., 2002; Koch et al., 2004)
b. Les cadhérines desmosomales

Les cadhérines desmosomales, desmocollines etodésnes, ont une structure
similaire aux cadhérines classiques mais diffépanteur domaine intracellulaire qui interagit
avec la plakoglobin et la desmoplakine et lientdesmosomes aux filaments intermédiaires
(Gumbiner, 2005; Nollet et al., 2000Q)

c. Les protocadhérines

Les protocadhérines sont préférentiellement exggandans le systeme nerveux et
constituent la plus grande sous-famille au sein clghérines. Elles ont seulement été
identifiées au cours des quinze derniéres annééss edtudes génétiques et fonctionnelles
réalisées ont révélé une divergence au niveauutepkatie cytoplasmique et la présence de
six ou sept domaines EC dont les séquences sontsipglaires aux domaines EC des
cadhérines classiquédalbleib and Nelson, 2006; Morishita and Yagi, 20D, Nollet et al.,
2000)

Le role de protocadhérines est encore assez impr€elles-ci se localisent aux
contacts intercellulaires de maniere dépendantecadcium et possedent des capacités
d’agrégation cellulaire semblables a celles desh@ades classiques suggérant que les
protocadhérines élaborent des interactions homqgpbs. Les protocadhérines ont une faible
activité d’ahérence cellule-cellule qui peut s’egper par le manque d’interaction avec les
protéines du cytosquelette via leur partie cytapigsie et la une localisation aux contacts
intercellulaires tres labiléSuzuki, 2000) Cependant, si I'on considére les caractéristigass

protocadhérines comme leur capacité a former degaictions homophiliques et I'expression
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de nombreuses protocadhérines a séquences cytaplasmwariables dans divers organismes,

un réle plus général dans les interactions celielétle pourrait leur étre attribué.
d. Les cadhérines non conventionnelles

Un certain nombre de protéines possédant des @I n’'ont pas pu étre classées
dans l'une des trois premiéres sous-familles. @ersad’entre elles possedent un nombre trés
important de domaines EC comme les FAT-cadhériD&sutres, contrairement aux autres
types de cadhérines, ne possedent pas un maidsapines transmembranaires. C'est le cas
des cadhérines de type Flamingo. A l'inverse, isiexdes cadhérines qui n’ont ni domaine
transmembranire, ni domaine cytoplasmique et quies¢ a la membrane grace a une ancre
GPI comme la T-cadheriiiNollet et al., 2000; Resink et al., 2009)

Espace extracellulaire = Espace intracellulaire

ol L.
T =

Cadhérines classiques

o
de type L et II O0008 O
Cadhérines desmosomales (DM —ﬂ—

transmembranaires ; ,
(type FlamingO) sBsses

Cadhérines FAT XK joesesrsrssararansane /

Cadhérines a ancre GPI Fye :
(T-cadhérine) i Integrin p3 = O cubis

Domaines et motifs Liens avec le cytosquelette Partenaires cytoplasmiques

== Domaine transmembranire

Bl Domaine cytoplasmique |™= Filaments d’actine Catcrings

@ Module EC — Fﬂamf"ms intermédiaires | @ Plakoglobine/plakophiline/desmoplakine
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Figure 11 : Structures des différents membres de lsuperfamille des cadhérines

Les membres de la superfamille des cadhérines gasttaplusieurs caractéristiques
communes: un nombre variable de modules EC allamt 5d & 34, un domaine
transmembranaire (exceptée la T-cadhérine) et unamh® cytosolique qui se lie a des
partenaires intracellulaires qui permettent l'ageraaux différents composants du
cytosquelette et la transmission de signaux intiideees. D’apregResink et al., 2009)
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2. Les principales cadhérines endothéliales
a. La VE-cadhérine

La VE-cadhérine (Vascular Endothelial cadherin)cadhérine-5 est une cadhérine
classique de type Il de 135 kDa. Protéine spéeafide I'endothélium et plus particulierement
des contacts intercellulaires, elle est la cadkésimdothéliale par excellenfifeampugnani et
al., 1992) Depuis sa découverte en 1991, les connaissaucks $E-cadhérine ne cessent de
se renforcer. Elle a avant tout un role dans I'agihée intercellulaire endothéliale car les
modules EC de sa partie extracellulaire élaborestinteractions homophiliques dépendantes
du calcium(Breviario et al., 1995a). les différents partenaires avec lesquels elle igitelt
conferent également un réle substantiel dans lalaégn de I'angiogenese, la perméabilité, la
prolifération, la survie des cellules endothéliales(Vestweber, 2008; Vestweber et al.,
2009; Vincent et al., 2004)Tous ces aspects de la VE-cadhérine seront abaué&ours
d’'un chapitre qui lui est entierement dédié (.2 E-cadhérine : un acteur majeur de la
jonction adhérente interendothéliale). La E-cadigémst son homologue dans les cellules
épithéliales bien que ce soit une cadhérine classilg type I. Il n’est pas rare d’extrapbler a
la VE-cadhérine des résultats obtenus avec la Bérak, la bibliographie de cette derniére
étant nettement plus développée. Néanmoins, naus eftorcerons chaque fois que possible
de nous intéresser, plus spécifiguement, auxtedsubbtenus sur la VE-cadhérine dans la

suite de ce manuscrit.
b. La N-cadhérine

La N-cadhérine (Neural-cadhérine également appes&hérine-2) a été identifiée
pour la premiére fois en 1982 dans des tissus nauxoet décrite localisée aux jonctions
adhérentes intercellulaires en 198%rycke and Bracke, 2004)Contrairement a ce que son
nom indique, elle n’est pas exclusivement expriuhes les tissus neuronaux. Chez I'adulte,
la N-cadhérine se trouve dans les tissus neuronaig aussi dans la rétine, les cellules
endothéliales et de maniére générale dans lesstdsuigine mésenchymateugPerycke
and Bracke, 2004)

Au sein de I'endothélium, son niveau d’expressesh comparable a celui de la VE-
cadhérine et sa localisation est plutot surprenpate une cadhérine. En effet, celle-ci ne se
localise pas aux jonctions intercellulaires maiéspnte une répartition diffuse a la surface

cellulaire(Salomon et al., 1992)ll a été montré que cette localisation atypiqiaé én réalité
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contrblée par la VE-cadhérine qui exerce une détigiexclusion de la N-cadhérine de la
jonction adhérente endothélia{®lavarro et al., 1998) Plus récemment, la question de
I'exclusion jonctionnelle de la N-cadhérine paMB-cadhérine a été réévaluée. L'extinction
de la VE-cadhérine par ARN interférence induit wakcalisation de la N-cadhérine aux
jonctions intercellulaires. Cependant la N-cadreédemeure incapable de compenser la perte
de VE-cadhérine dans le processus d’angiogenéseréSaltats suggerent, d’'une part que la
VE-cadhérine est responsable de I'exclusion jonctile de la N-cadhérine et d’autre part
gue ces deux cadhérines endothéliales exercerbdesons distinctegGentil-dit-Maurin

et al., 2010) En outre, difféerents modéles ont été étudiés pouligner I'importance de la N-
cadhérine dans I'endothélium. La déficience en tlhéaine (génétique, ARN interférence ou
microinjection d'anticorps bloquant) est responsaldle lacunes importantes dans le
recrutement péricytaire a la périphérie vasculairggérant un role prépondérant de la N-
cadhérine dans l'interaction entre les cellulesoéiméliales et les cellules mural@erhardt

et al., 2000; Luo and Radice, 2005; Tillet et al2005)

c. La protocadhérine 12

La protocadhérine 12 (PCDH12) ou VE-cadhérinetd@couverte en 1998 dans des
cellules endothéliales microvasculaires de solBV) en tant que nouveau membre de la
superfamille des cadhérines. Une analyse par P@®B; des amorces ciblées sur des
séquences trés conservées du domaine cytoplasdegumdhérines, a généré un amplicon ne
correspondant a aucune cadhérine connue et seochpptt de la famille des protocadhérines.
Uniguement détectée dans plusieurs types de celuidothéliales mais ni dans des cellules
fibroblastiques (L929, 3T3) ni dans des celluleghé&tiales (PDV), ceci lui valut le nom de
VE-cadhérine 2(Telo et al., 1998) Comme les autres membres de la famille des
protocadhérines, la PCDH12 est capable délabores thteractions homophiliques
dépendantes au calciufBuzuki, 2000; Telo et al., 1998)Contrairement a la VE-cadhérine,
la PCDH12 ne se lie pas aux caténines et s'aspetieau cytosquelette d’actine. Il semble
gue la principale fonction des protocadhérinesé@réral ne soit pas I'adhésion intercellulaire
(Suzuki, 2000) Il est probable que la fonction de la PCDH12 déleedes partenaires
spécifiques qui lui sont associés parmi lesquelsane des molécules de signalisation et/ou
du cytosquelettéTelo et al., 1998)

In vivo, il semble que la distribution de la PCDH12 démedd lit vasculaire. Elle est

d’ailleurs plutdt détectée dans des endothéliumdigués dans la vasculogenése plutét que
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dans I'angiogenese. Par ailleurs la PCDH12 s’expramecifiquement dans les trophoblastes
riches en glycogéne et dans les cellules mésasgialglomérulédRampon et al., 2005)

D’autres données issues de I'analyse de la stransgénique déficiente en PCDH12
ont montré que la PCDH12 n’est pas essentielleéaeldppement embryonnaire puisque les
souris Knock-Out (KO) sont fertiles et viables, sadéfaut morphologiques majeurs
(Rampon et al., 2005) Cependant une analyse plus fine des tissus pmEsia montré que
la perte de PCDH12 induit une modification du grdfexpression génique et des altérations
morphologiques du placenf@ampon et al., 2008)

Plus récemment une étude transposée a I'humais amavant le role de la PCDH12
dans le développement placentaire. Les résultdiguant que I'expression de la protéine a la
surface cellulaire est modulée par le clivage migtiue en réponse a des cytokines. Il a
€galement été montré que cette activité de clivage augmentée chez des patientes
développant une pré-éclampsie pendant leur grasses<ffet, la forme sérique circulante de
PCDH12 issue de son clivage est fortement augmeatéecours de grossesses pré-
éclampsigues comparées a des grossesses norfBalaiot et al.,, 2011) Ces derniéres
données ouvrent de nouvelles perspectives en @applications cliniques pour comprendre

et diagnostiquer cette pathologie de la grossesse.

B. La VE-cadhérine : un acteur majeur de la jonctim adhérente

interendothéliale
1. Structure de la molécule et assemblage
a. Mise en évidence et structure

Des le début des années 90, la description fu¢ fdiune molécule d’adhérence
dépendante du calcium, de poids moléculaire appaten135 kDa similaire a d’autres
molécules d’adhérence mais apparaissant uniquedasrs I'endothélium(Heimark et al.,
1990) Nommeée cadhérine-5 en premiére intention lorsspre ADNc fut isolé en méme
temps que sept autres cadhérines, cette moléculétreaappellée par la suite Vascular
Endothelial-Cadherin (VE-cadherif§uzuki et al., 1991) Peu apres, il fut montré qu’elle est
localisée au niveau des jonctions intercellulanlesl’endothélium vasculaire, faisant de la
VE-cadhérine un tres bon marqueur des cellulestbatiales(Lampugnani et al., 1992)

La VE-cadhérine mature est composée de cinq dasamodules EC, d’'un unique

domaine transmembranaire et d’une queue cytoplaemiga partie intracellulaire comporte
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un domaine juxtamembranaire et un domaine d’intema@our les caténines en position C-
terminale. Cette organisation permet le « clustesinatéral des molécules, les connexions

aux cytosquelettes et régit les propriétés adhgsleda VE-cadhéringollet et al., 2000)
b. Assemblage des molécules de VE-cadhérine

Nous avons déja mentionné précédemment que, psSsUred Sson intégrite,
'endothélium met en ceuvre différents types de fjons dont les jonctions adhérentes. La
VE-cadhérine et plus particulierement les modul€ de sa partie extracellulaire sont
responsables des propriétés adhésives de la melécul

Plusieurs modeles d’auto-assemblage des molédéesadhérine ont été proposeés
(Koch et al., 2004) Plus particulierement, en ce qui concerne leoubés de VE-cadhérine
une auto-association sous forme d’hexameres aéétital En effet, I'étude en microscopie
électronique d’'un fragment recombinant bactériememant les modules EC1 a EC4 a permis
de mettre en évidence une structure héxameériqusolemtion (Legrand et al., 2001) Plus
tard, I'analyse tridimensionnelle réalisée a padir clichés de microscopie électronique a
montré que I'hexamere est constitué de six molécdée VE-cadhérine agencées téte-béche
qui forme un trimeére de diméer¢dewat et al., 2007)Figure 12 A). Chaque dimere résulte
de I'assemblage antiparallele de deux monomeéredegianodules ECIAI-Kurdi et al.,
2004) la trimérisation de ces dimeéres se faisant ewiaides modules EC3-EQ@Bibert et
al., 2002; Hewat et al., 2007)En outre, il a été montré que cette structureahexique est
capable d’élaborer des jonctions adhérentes aetles (Lambert et al., 2005; Taveau et al.,
2008)

Cette vision hexamérique a été remise en causmment. Pour étudier I'auto-association de
la VE-cadhérine, une molécule chimere comportaatttdomaine de la VE-cadhérine
fusionné a la partie N-terminale de la partie 4-coiled » de la protéine CMP (Cartilage
Matrice Protein) a été générée dans des celluleargotes de type HEK293 (Human
Embryonal Kidney 293-EBNA cells). Il a ainsi éténtintré que cette chimére peut s’associer
en trimére ertis mais n’'a pas la capacité de former une structexameériquéAhrens et al.,
2003) Ce résultat a été confirmé par une étude réeeatdgrant que la protéine recombinante
recouvrant les modules EC1 a EC4 de la VE-cadh@stesffectivement capable de former
des structures hexameériques alors que la prot@mespondant a I'ectodomaine, produite
dans un systéme eucaryote, s’auto-associe soug fdendimere¢Brasch et al., 2011)Ces
deux derniéres études suggerent en réalité qus, sotdiorme glycosylée, la VE-cadhérine
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s’auto-associe sous forme de dimetesns a partir des monomeres de deux cellules
adjacentegAhrens et al., 2003; Brasch et al., 2011; Harrisoat al., 2010

: Wu et al., 2010)(Figure 12 B). Cependant, cette structure a été mise en éwedeacs un
cristal de protéine ce qui ne reflete pas forcénfemganisation en trois dimensions des
molécules de VE-cadhérine au niveau des jonctinteydellulaires. D’autres études seront

donc nécessaires pour apporter une réponse défidittette question.
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Figure 12 : Deux modeles d’assemblage des molécutiesVE-cadhérine

(A) Architecture hexameérique issue de l'analysectiehés en microscopie électronique de
cristaux de fragments recombinants de VE-cadhdrnmedules EC1 a 4 fusionnés a un tag
Histidine). Diméres de VE-EC1-4 (en violet, vertldéu) assemblés en triméres. D’aprés
(Hewat et al., 2007) (B) Modéle d’association des cadhérines classiigg de I'analyse de
la structure de cristaux de C-cadhérine. Les doesaiextracellulaires de molécules de
cadhérines des cellule 1 et 2, en bleu et roseecéspment, de dimérisent en trans par leur
module EC1 puis s’associent en cis. D’afl&sl et al., 2010)

2. Fonctions associées a la VE-cadhérine

En plus de la fonction adhésive exercée par lacsdhérine, celle-ci assure de
nombreuses autres fonctions, liées a ses proprissemblage homophilique et a ses
partenaires intracellulaires. Dans cette partieysnaborderons les principales fonctions

exercées par la VE-cadhérine qui conferent a I'dmaimm ses principales caractéristiques.
a. Régulation de la perméabilité vasculaire

L’endothélium a pour mission de contrdler le pgssdes molécules entre le sang et
les tissus sous-jacents. Pour ce faire, les cslleglothéliales régulent le passage des solutés
et des cellules en modulant sélectivement la pdbilit€a trans-cellulaire (a travers les

cellules) et la perméabilité para-cellulaire (er&® cellulesDejana et al., 2008)La VE-
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cadhérine agit essentiellement dans le contrbléadeerméabilité para-cellulaire. Ce réle
essentiel a notamment été mis en évidence avadtishtibn d’anticorps dirigés contre la
partie extra-cellulaire de la VE-cadhérine, bloguses propriétés adhésives et causant une
augmentation substantielle de la permeéabilité paHadaire (Corada et al.,, 1999)
Néanmoins, il existe plusieurs meécanismes par &sqla VE-cadhérine module la
perméabilité para-cellulaire. En effet, la phosptaiion sur tyrosine de la partie
cytoplasmique de la VE-cadhéringiqure 13), son internalisation ou le clivage de sa partie

extracellulaire sont autant de mécanismes capabkesréguler la perméabilité de

I'endothélium.
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Figure 13 : Phosphorylation de la VE-cadhérine : $&s spécifiques et voies de
signalisation

Les sites de phophorylation sur Sérine et Tyrosoet positionnés sur la molécule. La
phosphorylation de la VE-cadhérine sur des sitésiiques peut réguler positivement (CSK,
B-arrestine) ou négativement (pl2@;caténine) son interaction avec des partenaires

intracellulaires. Plusieurs voies de signalisasont connues pour aboutir a la phophorylation
de la VE-cadhérine et répertoriées sur ce schérapré&(Dejana et al., 2008)

Ainsi, les connaissances actuelles permettentidiadf que la phosphorylation de la VE-
cadhérine est associée a une perturbation de fig@fdgaendothéliale et un affaiblissement des
jonctions. De nombreuses études ont ainsi monteediers agents perméabilisant comme
I'histamine, le VEGF ou le TNk phosphorylent la partie cytoplasmique de la VEReéaithe
sur tyrosing(Angelini et al., 2006; Esser et al., 1998; Shasley al., 2002) Ces différentes
observations supportent I'idée d’'une relation érentre phosphorylation de la VE-cadhérine
et perméabilité para-cellulaire. Le mécanisme desphorylation de la VE-cadhérine n’est

pas encore completement élucidé mais plusieurssitgokinases et phosphatases sont
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associées a la VE-cadhérine : SRC, CSK, PYK 2, YBE,®EP 1(Allingham et al., 2007,
Baumeister et al., 2005; Grazia Lampugnani et al2003; Nottebaum et al., 2008; Wallez
et al., 2007)

On peut également noter que la VE-cadhérine gmthta de moduler la perméabilité
vasculaire par l'intermédiaire de facaténine en régulant I'activité transcriptionnedle la
claudine 5. En absence de VE-cadhérine, le compiexe€O13-caténine /Tcf4 est lié au
promoteur du géne de la claudine 5 et réprime gpnession. En revanche, en présence de
VE-cadhérine, la-caténine est séquestrée au niveau de la membila@@nt ainsi le
promoteur de la claudine 5 et permettant donc sgmession(Taddei et al., 2008) En
contrélant indirectement I'organisation des jonetioserrées, la VE-cadhérine module la
perméabilité vasculaire.

L’internalisation de la VE-cadhérine est une autie de régulation de la perméabilité
vasculaire. En effet, le niveau d’expression decdédhérine aux jonctions inter-cellulaires est
un élément clé de la perméabilité para-cellulé@aumeister et al., 2005; Nottebaum et al.,
2008) Ainsi il a été montré que la présence de p120c@t&s de la VE-cadhérine protégeait
celle-ci de l'internalisation dans des vésiculeld¢hrine(Xiao et al., 2005) En effet, p120
agit comme un signal de rétention, empéchant tiaksation de la VE-cadhérine. Par
ailleurs, indépendamment de pl120, il a égalemeait éontré que le VEGF induit la
perméabilité endothéliale en favorisant I'endocgtqsar une voie dépendante de fla
arrestine. En effet, la stimulation par le VEGF deBules endothéliales active la kinase Src
qui a son tour phosphoryle VAV2 (facteur d’échartge la guanine de la GTPase Rac).
L’activation de Rac par sa liaison au GTP entrd@nphosphorylation sur sérine 665 de la
VE-cadhérine et le recrutement defarrestin-2, évéenement conduisant a I'endocytoska de
VE-cadhérine dans les vésicules de clathrine et dofaugmentation de la perméabilité
endothélialgGavard and Gutkind, 2006) Prévenir I'internalisation de la VE-cadhérine est
donc un moyen de diminuer I'hyperperméabilité aukdlg peuvent étre soumises les cellules
endothélialegSawant et al., 2011)

Avec l'internalisation, le clivage est un autre yao de diminuer le niveau de VE-
cadhérine jonctionnelle et donc de provoquer I'otire des jonctions intercellulaire. Il est
bien connu que la VE-cadhérine est sensible ada Bnzymatique par la cathepsine G,
I'élastase, ADAM1QHermant et al., 2003; Luplertlop et al., 2006; Schiz et al., 2008) Ce
mécanisme est notamment utilisé par les cellulesoleytaires et tumorales pour traverser la

barriére endothéliale. En effet, celles-ci séciebes protéases en quantité, provoquant ainsi
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le clivage de la VE-cadhérine et 'augmentationa@erméabilité nécessaire a leur passage

hors du flux sanguifDejana et al., 2008)
b. Régulation de la morphogénése

L’étude de la souris déficiente en VE-cadhérirgalement impliqué la VE-cadhérine
dans la morphogénese vasculaire. En 1999, une @remiude de l'inactivation génétique de
la VE-cadhérine chez la souris a révélé une tétales embryons au stade E9,5 en raison
d'importantes malformations vasculaires intra etra@embryonnaire. Dans les phases
précoces du développement vasculaire (E8,5) desyenw déficients en VE-cadhérine, le
programme de différentiation des cellules endodiedi semble normal bien que retardé mais
les défauts de vascularisation commencent d'oredé@ a apparaitre dans les régions
antérieures de I'embryon. Dans les phases plusvéemrdiu développement vasculaire (E9,
25), la maturation de la vasculature et I'angiogenéont défaut aux embryons VE-/-.
L’anarchie du systeme vasculaire est encore plusrgeédans les annexes embryonnaires
comme le sac vitelligGory-Faure et al., 1999)

D’autres études ont suivi et montré que la VE-éaie est un pré-requis a la
maturation des cellules endothéliales en un systéseulaire fonctionndlCarmeliet et al.,
1999) et qu’elle joue un réle dans la formation de lmigre vasculaire en participant a la
génération et la fusion des vacuol¥ang et al., 1999) Cependant, le mécanisme d’action de
la VE-cadhérine au cours de la morphogenése restplexe et il est difficile avec le modele
de souris transgénique de définir finement I'étalgedu développement vasculaire au cours
de laquelle la VE-cadhérine entre en action. Qyesitrquoi des études plus récentes ont été
réalisées sur le poisson zebre. En effet, le poigebre est un excellent modéle d’étude du
développement vasculaire. Les embryons sont presgunsparents facilitant 'observation
des structures internes sans avoir recours a dé®des invasives. Le cceur et les vaisseaux
sont d’autant plus facilement visualisable par pscopie lorsqu’ils expriment un gene
rapporteur sous le contréle d’'un promoteur end@héChico et al., 2008) Associant le
modeéle du poisson zebre avec I'utilisation de molipl dirigé contre la VE-cadhérine,
'équipe de Dejana a ainsi montré qu’en absenc&/Hecadhérine le schéma « pattern »
vasculaire n’est pas modifie. Cependant, les jonstientre cellules sont incompletes,
l'activité anarchique des filopodes empéche la istabet la maturation des vaisseaux
néoformés par fusion des vacuoles et formation aldumiére vasculaire Figure 14)
(Montero-Balaguer et al., 2009) La VE-cadhérine fonctionne comme un inhibiteur du

bourgeonnement filopodial dépendant de la voie VEZ&Racl et favorise la quiescence
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vasculaire nécessaire a la maturation des néowmaisseomme indiqué sur la figure
(Abraham et al., 2009)

3- Formation de la lumiére vasculaire

e 2 Cottct et inhibition des filopodes
Valsse'lux inter: 5.01mt1ques VE cadhel me VE-cadhérine

e d01 sale

Figure 14 : Implication de la VE-cadhérine dans lanorphogenése vasculaire

La VE-cadhérine est indispensable a la formatiola ehaturation des vaisseaux néoformés.
Modéle du mode d’action des filopodes sur la foramatet la maturation des vaisseaux
intersomitiques d’embryons de poisson zebre. D&f®dntero-Balaguer et al., 2009)

c. Inhibition de contact et prolifération cellulaire

A I'état quiescent dans les tissus adultes, ldhiles endothéliales ont un faible
renouvellement.  Cependant lorsque les jonctionat soerturbées, les cellules de
I'endothélium sont capables d’entrer en prolifénatipuis de revenir a un état quiescent
lorsque les contacts cellulaires se reforn{@aumeister et al., 2005)Ceci suggere que les
cellules endothéliales sont porteuses de signapabbes d’inhiber la prolifération cellulaire.
Plus particulierement la VE-cadhérine est connuer giire médiatrice de l'inhibition de
contact. En effet, en transfectant des CHO et Li@Z@d’expriment pas de cadhérine avec la
VE-cadhérine, la croissance cellulaire est inhil#éeontrario, une transfection avec la VE-
cadhérine déléetee de sa partie cytoplasmique penaetformation des adhésions
intercellulaires mais aucune inhibition de contadtst observée. Il semble donc que
'engagement homotypique de la VE-cadhérine darjsriation et la présence du domaine
intracellulaire de la VE-cadhérine soient des faxdeimportants dans linhibition de la
prolifération cellulaire(Caveda et al., 1996) Plusieurs pistes sans doute concomitantes
permettraient d’expliquer ce phénomeéne. Une pat@ela régulation de la prolifération
cellulaire pourrait venir d’'une régulation géniguéiée par la VE-cadhérine. Il a été décrit
dans les cellules épithéliales cancéreuses gpreddenine se déplace dans le noyau et active
certains genes dont la Cycline D1 et Myc, connus paduire I'entrée dans le cycle cellulaire
(Dejana, 2004; Tetsu and McCormick, 1999)Concernant la VE-cadhérine, on peut faire

I'hypothése qu’en s’associant aved3l@aténine, elle jouerait un réle de séquestratian3-
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caténine ne serait plus disponible pour étre tramépdans le noyau et activer les genes en
faveur de la prolifération cellulair@Vallez and Huber, 2008) De la méme maniére, [&
caténine en tant que facteur de transcription pgatement réguler la survivine, une protéine
IAP (Inhibitor Apoptosis Protein) impliquée dansclgle cellulaire et plus particulierement la
mitose. L’association VE-cadhérifle¢aténine régule donc négativement le taux de @oevi

et maintient les cellules dans un état non prdaifé(lurlaro et al., 2004). On peut également
retrouver le méme type de régulation régie par pie0, séquestré par la VE-cadhérine,
freine I'entrée en prolifération. En effet, ne panvpas s’associer au facteur de transcription
Kaiso, p120 n’est pas transporté dans le noyale gient pas participer a la régulation des
genes cibles de Kaigéerber et al., 2002)

Un certain nombre d’études se sont focaliséesasiggulation de la prolifération des
cellules endothéliales en réponse au Vascular Betiok Growth Factor (VEGF). Au cours
d’'une stimulation par le VEGF, la VE-cadhérine stage au récepteur du VEGF (VEGFR-
2). Cette associationg-caténine dépendante, s’accompagne d’une phosphioryl sur
tyrosine du récepteur VEGFR-2 suivi d’'une phosplatign sur tyrosine de la VE-cadhérine
(Grazia Lampugnani et al., 2003; Zanetti et al., 202). Le récepteur au VEGF, ainsi associé
a la VE-cadhérine, se trouve alors a proximité plessphatases jonctionnelles DEP1 qui
inhibent la voie des MAP kinases et donc la pradifién en déphosphorylant le VEGFR-2
(Grazia Lampugnani et al., 2003)(Figure 15). La phosphorylation de la VE-cadhérine en
réponse au VEGF induit également un couplage avqudtéine Shc phosphorylée connue
pour induire la prolifération cellulaire via la wides MAP kinases. A proximité des
phosphatases associées au complexe (comme le¢ymsosphatases u etou SHP2),
celle-ci serait déphosphorylée et ne transmettag les signaux intracellulaires responsables
de la prolifération cellulairgdZanetti et al., 2002) Dans cette voie de signalisation de
prolifération induite par le VEGF, il a été montyée la protéine de la matrice extracellulaire
DMP1 (Dentin Matrix Protein 1) inhibe la phosphatypn du VEGFR-2, via l'induction de
'expression de la VE-cadhérine et intercepte Bnai d’induction de la prolifération du
VEGF (Pirotte et al., 2011)

Une autre signalisation intracellulaire fait invtenir la protéine Csk (C-terminal Src
kinase) connue pour inhiber les kinases de la far8Silc (SFK). En réponse au VEGF, Csk se
lie la VE-cadhérine phosphorylée sur la tyrosin® 68 qui provoque une inhibition de la
prolifération €igure 15). En effet, I'invalidation génique de Csk dans #&$VECs conduit a
une augmentation de la prolifération. D’autre gartiuction de Csk diminue la prolifération

de cellules CHO transfectées avec la VE-cadhérmevag)e et n'a pas d'effet sur la
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prolifération de cellules CHO exprimant une molécde VE-cadhérine mutée sur le site
tyr685. Ceci montre bien que l'effet inhibiteur indpar Csk sur la prolifération cellulaire ne
se manifeste que lorsque la VE-cadhérine expossisoil’interaction avec Csk, c'est-a-dire
lorsque la VE-cadhérine est phosphorylée sur lastge 685(Baumeister et al., 2005)
(Figure 15).

VE-cadhérine

Phosphatases jonctionnelles
VE-PTP et PTPn

'ﬂ(= phosphorylation

Prolifération
Figure 15 : Modulation de la prolifération cellulaire par le VEGF
En absence de VEGF, les molécules de VE-cadhéwmé associees a la kinase Src.
Cependant, les molécules de VE-cadhérines sontemaies dans un état non phosphorylé par
des phosphatases partenaires comme VE-PTP et ErPprésence de VEGF, VEGFR-2
s’associe a la VE-cadhérine et Src et les jonctsengissocient. L’activité kinase conjointe du
VEGFR-2 et de Src induit la phosphorylation de B-6adhérine sur tyrosine ce qui conduit

au recrutement de Csk. Enfin, Csk et DEP1 partitige I'inhibition de la prolifération
cellulaire en empruntant des voies de signalisatidédpendantes.

Enfin, un nouveau regard a été apporté par uvaitraonférant un role
ambivalent a la VE-cadhérine qui tour a tour stenait ou inhiberait la prolifération
endothéliale. L'idée novatrice de ce travail suggéme interaction complexe entre les signaux
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chimiques et mécaniques percus par les cellules lgéamn micro-environnement. Brievement,
la VE-cadhérine inhibe la proliferation en restreigt I'étalement des cellules et stimule la
prolifération en modifiant localement les tensiehsa structure du cytosqueleftéelson and
Chen, 2003)

Mises bout a bout, toutes ces études hissent |lxadBerine au rang de molécule
«clé » dans le contrble de la prolifération endb#the. Ces multiples partenaires, qu'ils
soient facteurs de transcription, kinases (Src, ), Csihosphatases ou molécules du
cytosquelette, lui conferent différents moyenséfgputer la prolifération cellulaire en fonction

des stimuli environnementaux.
d. Modulation de la survie cellulaire

Dans les vaisseaux sanguins normaux, les celandsthéliales demeurent dans un
état quiescent durant plusieurs années et se relentvpeu. Cet état est caractérisé d’'une
part par l'inhibition de contact (détaillée dansplragraphe ci-dessus), d’autre part par une
certaine résistance aux signaux apoptotiques. Bmmemiquant des signaux intracellulaires et
en régulant I'expression génique, les protéinestjonnelles et plus particulierement la VE-
cadhérine contribuent au maintien des cellules tudtiales dans leur état de quiescence
(Dejana et al., 1999) La contribution de la VE-cadhérine a la modolatde la survie
cellulaire a été montré pour la premiere fois eB919les souris transgéniques déficientes en
VE-cadhérine homozygotes VE-¢adu exprimant une VE-cadhérine délétée de son dmmai
d’interaction avec I-caténine présentent une létalité a E9,5 en raldamdéfaut vasculaire
causé par lI'apoptose des cellules endothéli@asmeliet et al., 1999) Ceci démontre bien
que la VE-cadhérine exerce un effet protecteuraviss de I'apoptose. En effet, lorsque la
VE-cadhérine est fonctionnelle, celle-ci forme urnomplexe VE-cadhérine/ -
caténine/PI3K/VEGFR-2 en réponse au VEGF-A. La faian de ce complexe aboutit a
I'activation de la protéine sérine/thréonine kinédég et a 'augmentation du niveau de Bcl2,
deux messagers qui participent a la voie anti-agimpte Figure 16 A) (Carmeliet et al.,
1999).

D’autre part, il a également été montré que datte anéme voie de signalisation
VEGF-A/ VEGFR-2/VE-cadhéringi-caténine/PI3K, la VE-cadhérine induit I'expressiba
Gas 1 (Growth arrest-specific 1), protéine donixpiession est connue pour inhiber

I'apoptose Figure 16 B) (Spagnuolo et al., 2004)
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Figure 16 : Modulation de la survie cellulaire rége par la VE-cadhérine

(A) La liaison VEGF/VEGFR-2 induit la formation diu complexe entre la VE-
cadhérine/VEGFR-2. Ces molécules sont respectivemssociées a la [-caténine et a la
PI3K qui, a elles deux, induisent I'activation dekinase Akt et favorisent la survie cellulaire.
D’aprés(Carmeliet et al., 1999) (B) La complexation du VEGFR-2 avec la VE-cadhéri
induit I'activation de la PI3K et de Rac qui, emowg, provoquent le transport de NFKB dans
le noyau et l'induction de I'expression de Gas-dctéur connu pour inhiber I'apoptose.
D’aprés(Spagnuolo et al., 2004)

Enfin, plus récemment, une nouvelle voie de réguade I'apoptose régie par la VE-
cadhérine a été proposée. En effet, le facteuratesdription Erg se lie au promoteur de la
VE-cadhérine et I'active. L'inhibition de Erg pdaratégie antisens provoque la mort cellulaire
et augmente le nombre de cellules endothélialesimapt la caspase-3. Cependant, la
surexpression de VE-cadhérine-GFP permet de restqartiellement la résistance des
cellules endothéliales a I'apoptose induite panhiibition de Erg. Ceci suggere fortement que
la VE-acdhérine est impliquée dans les signauxudeies dépendant de Ei@irdsey et al.,
2008) Bien que des études antérieures aient souligrid¢dale la VE-cadhérine dans la survie
cellulaire VEGF-dépendante, l'implication de Ergndala voie de survie VEGF-A/VE-

cadhérine reste une question encore sans réponse.
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C. Les caténines : un partenariat avec la VE-cadhére

1. La p-caténine

La B-caténine appartient a la famille de protéines Afitta motifs répétés d’une
quarantaine d’'acides aminés caractéristigues desinas. L'étude structurale de fa
caténine révele 12 motifs Armadillo assemblés ee saoperhélice d’hélices, structure
compacte qui lui permet d’interagir avec de mudtippartenaires dont les cadhérifiaen
and Balsamo, 2005)

Le réle de Ig3-caténine dans I'assemblage des jonctions intee@is repose sur sa
capacité a se lier au CBD (Catenin Binding Domai@3 cadhérines et a d’autres protéines
adaptatrices, dont bi-caténine, pour relier le cytosquelette d’actiWencent et al., 2004) Il
a eté montré que cette interaction efiaeaténine et E-cadhérine est un élément clé pour la
structuration du domaine intracellulaire de la Bkexine. En effet, il semble que fa
caténine stabilise la E-cadhérine en masquantdgeakide dégradation présent sur la E-
cadhérine(Huber et al., 2001) De maniere similaire, |f-caténine interagit avec la VE-
cadhérine des contacts intercellulaire et stabdedke-ci en permettant son interaction avec le
cytosquelette d’actinéDejana, 2010) L'interaction cadhérin@fcaténine peut-étre régulée
par des phénomenes de phosphorylation. Une foispblooylée, il semblerait que &
caténine diminue l'activité adhésive des cadhériags jonctions intercellulaires ce qui
constitue un moyen efficace de réguler la fonctitenla VE-cadhérindDaugherty and
Gottardi, 2007; Lee et al., 2009; Lilien and Balsam, 2005) En réalité, la phosphorylation
de lap-caténine modifie sa capacité a interagir avegaegnaires. Ainsi, la phosphorylation
de deux résidues tyrosines (142 et 654) induit lasatiation du complexef-
caténine/cadhérine et libere ainsi un « pool »3damténine cytosoliqu¢Brembeck et al.,
2006; Lilien and Balsamo, 2005)

Hors du complexe jonctionnel, Ig-caténine est un acteur majeur de la voie de
signalisation canonique WrEigure 17). En absence de signal Wnt plezaténine cytosolique
est phosphorylée par les sérine/thréonine kinasesei@ Kinase 1 (CKI) et Glycogen
Synthase Kinase-3 (GSK-3) complexées a I'axine lg&&denomatous Polyposis Coli (APC).
Ainsi phosphorylée, I8-caténine est rapidement ubiquitinée et adressggaéasomévon
Kries et al., 2000) La voie de signalisation Wnt est activée lorskaseglycoprotéines Wnt se
fixent sur leur récepteur Frizzled (Fzd) a sept dioes transmembranaires et co-récepteur

LRP5/6. La fixation de Wnt sur son récepteur entgdiactivation de Dishevelled (Dsh) qui
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courtcircuite la dégradation de facaténine et induit son accumulation dans le cysple
(Nelson and Nusse, 2004).a p-caténine libre devient alors disponible pour iatgr avec le
co-facteur nucléaire BCL9 (B-Cell Lymphoma 9) ce lgu permet d’étre transportée dans le
noyau(Brembeck et al., 2006; Brembeck et al., 2004; Nels and Nusse, 2004; von Kries
et al., 2000) En association avec le complexe TCF/LEF (T Catitbr/Leucocyte Enhancing
Factor), laB-caténine active la transcription de nombreux géitdes dont les plus connus c-
myc et cyclin D1 sont impliqués dans le cycle dalhe et la prolifératior(Jin et al., 2008)
La voie de signalisation induite parflecaténine peut également étre activée par desufacte
de croissance comme le PDGF et I'lGFouffinhal et al., 2006; Jin et al., 2008jnais aussi
certaines protéines qui se fixent sur les récept€&zd comme la Norrie Desease Protein
(NDP) également appelée Norrine et la R-Spon(litemndrickx and Leyns, 2008)

Protéines FRP nt @
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' %es d’actines

\ &TC‘F/LEF
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, :
Dégradation de
la B-caténine

Transcription
Figure 17 : Réle de Ig3-caténine dans la signalisation Wnt

La molécule dishevelled (Dv1) est activée suita fdison de Wnt sur le récepteur Frizzled.
Elle inhibe la kinase Glycogen Synthase KinaBe-EGGSK-33) empéchant ainsi la
phosphorylation et donc la dégradation dfddeaténine. Dans le cytoplasme,acaténine
s’associe avec les facteurs de transcription T-Ceaktor/Lymphocyte Enhancer Factor
(TCF/LEF) permettant son transport dans le noyasoatactivation. A la membrane, fa
caténine échaffaude le complexe adhérent a basadiérine. Les protéines Frizzled Related
Protein (FRP) solubles ont le méme domaine d’icteya avec Wnt que les récepteurs
Frizzled mais ne possédent pas le domaine transraeaibe. Ainsi, en s’associant aux
molécules Wnt, les protéines Frizzled Related BrdteRP) solubles limitent 'interaction de
Wnt avec les récepteurs Frizzled. D’appésn Gijn et al., 2002)

56



En conclusion, Ig3-caténine exerce deux réles distincts mais de haopertance.
Associée au complexe de cadhérine, elle agit adh&sion intercellulaire. Transportée dans
le noyau, elle active la transcription de nombrgéares cibles importants pour I'angiogenése.
C’est pourquoi, Ig-caténine est une molécule clé du développemestulaee. Le réle de la
signalisation Wnfl-caténine dans la formation des vaisseaux a emcplg@t été démontré
dans le développement embryonnaire et post-nataladbarriere hémato-encéphalique
(Liebner et al., 2008).L'utilisation de souris transgéniques TOPGAL, ermnt la -
galactosidase en présence de la voie de signahsatediée par TCF/LEF dt-caténine
activée, a permis de mettre en évidence que ligetivansactivatrice de If-caténine est
restreinte aux vaisseaux du systéme nerveux cditemleman et al., 2009)Dans certains
cas de pathologies vasculaires la voie BHténine est également activée et favorise
différentes étapes « clé » de I'angiogen@sanco et al., 2009) Cette activation de la voie
Wnt/B-caténine peut étre bénéfique ; elle favorise notant la réparation tissulaire apres un
évenement ischémique. Cela a notamment été démomé2 la souris aprés infarctus du
myocarde et ischémie du membre inférieur : sFRRIXFamIt sur l'activité angiogénique en
réponse a un évenement ischémiqBarandon et al.,, 2003; Dufourcq et al., 2008)
Inversement, la néovascularisation qu’elle indpéut étre néfaste dans les cas de
rétinopathies diabétiques au cours desquelles serod une augmentation de la signalisation
nucléaire de I§-caténingDejana, 2010; van Gijn et al., 2002)

2. Lay-caténine (ou plakoglobine)

La y-caténine aussi appelée plakoglobine est fortememtologue a I$-caténine et
appartient donc également aux protéines de la lanmAlrmadillo (Zhurinsky et al., 2000)
Dans une certaine mesure,yl@aténine assure la méme fonction d’échaffaudagela-
caténine puisqu’elle interagit avec la partie plamsique de la VE-cadhérine tout en se liant
a l'a-caténine(Bazzoni and Dejana, 2004)Ce qui differe lay-caténine de If-caténine,
c’est sa capacité a participer aux desmosomeso@¥ avons mentionné précédemment que
I'endothélium ne posséde pas de desmosome. Ungpdeticités de la VE-cadhérine est de
se comporter comme une cadhérine desmosomale, griéce a la plakoglobine. En effet, par
lintermédiaire de la plakoglobine, la VE-cadhérinecrute les protéines desmosomales
vimentine et desmoplakine qui assurent la liaissecales filaments intermédiaires
(Kowalczyk et al., 1998; Shasby et al., 2002)

Au-dela de son réle de relais physique entre cergphdhérent et cytosqueletteyda

caténine comme son homologuepkeaténine joue également un réle important dans la
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transduction du signal et la régulation de I'expi@s génique. En effet, lacaténine comme
la pB-caténine agit comme co-activateur de la trandoripen s’associant aux facteurs de
transcription TCF/LEF et Tcf-4Miravet et al., 2002; Simcha et al., 1998)Les sites
d’interactions sur ces facteurs de transcriptioétarit pas les mémes pour fla et la y-
caténines, ces deux protéines homologues particgpdes voies de signalisation qui ne sont

pas redondantes.
3. La p120-caténine

La pl20-caténine (nommeée pl120 par la suite) appartomme lg3-caténine, a la
famille de protéine Armadillo. Sa découverte date 1989 a I'époque a laquelle elle fut
décrite comme un substrat de la kinase(Beynolds, 2007) Quelques années plus tard, les
données de la littérature ont montré qu’il existe unteraction entre la protéine p120 et le
domaine JMD (JuxtaMembrane Domain) des cadhérgtesn particulier entre p120 et un
octapeptide du domaine JMD de la VE-cadhéri(feerber et al., 2002; Reynolds et al.,
1994) Cette association revét une grande importance [gsucadhérines puisqu’elle leur
permet d'étre stabilisées a la membrane. En effkisieurs études ont montré que
'expression de pl20 empéchait la dégradation dethérines, induisant ainsi un effet
protecteur sur les jonctions intercellulaifgshiyama et al., 2010) Inversement, I'extinction
de pl20 provoque I'élimination des cadhérines demkmbrane et la dissociation des
jonctions intercellulaireéDavis et al., 2003; Ireton et al., 2002).a VE-cadhérine ne fait pas
exception. Il est maintenant clairement établi gli20 régule le niveau de VE-cadhérine a la
membrane en contrélant son endocytose dans desulgsside clathrine et par la suite sa
dégradation(Chiasson et al., 2009; Xiao et al., 2003; Xiao efl., 2005) De maniere
intéressante, on peut également noter que pl2€osiaspréférentiellement a la VE-cadhérine
pour exclure la N-cadhérine de la joncti@entil-dit-Maurin et al., 2010). L’interaction
entre p120 et VE-cadhérine est, par ailleurs, ggphar des phénomenes de phosphorylation.
En effet, suite a sa phosphorylation sur la tyre€iB8, la VE-cadhérine n’interagit plus avec
p120 (Hatanaka et al., 2010; Potter et al., 2005)Ces dernieres données fournissent des
eléments qui permettent de comprendre les mécasisgue régulent la permeéabilité
vasculaire. En effet, une fois phosphorylée, la dédhérine devient incapable d’interagir
avec p1l20 ce qui entraine son endocytose puigg@adhtion et par la suite I'ouverture des
jonctions intercellulaireReynolds, 2010)

Deux autres rOles attribués a p120 semblent irapteta aborder. Au-dela de sa

capacité a réguler le «turnover » des cadhérinés membrane, p120 est un important
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modulateur de l'activité des Rho-GTPases suggéiast que p120 joue un role dans le lien
qui unit les cadhérines au cytosquelette d’adfiReynolds, 2007)En s’associant de maniére
fonctionnelle avec les Rho-GTPases, p120 joue Um c¢f2 dans de nombreux processus
cellulaires(Anastasiadis, 2007)Pour terminer, d’'une maniere aflaaténine, p120 exerce
également un réle au niveau du noyau. Par sa ¢apaainteragir avec Kaiso, p120 empéche
ce facteur de transcription de se fixer sur I’ADINJ&ctiver I'expression de ses génes cibles.
Ainsi, en exergant un pouvoir de rétention surdetdur Kaiso, p120 est un acteur de la
répression géniqu@®aniel, 2007; Zhang et al., 2010)

4. L’ a-caténine

L’ a-caténine est un partenaire indirect des cadhéribreserme de structure, elle est
trés différente des autres caténines et se rappmlaidt de la vinculine, une « Actin Binding
Protein » (ABP). En effet, d-caténine est constituée, d’'une part, de trois doesavH pour
Vinculin Homology domair{Kobielak and Fuchs, 2004kt d’autre part, possede un domaine
d’interaction direct pour lg3-caténine et lay-caténine, ce qui lui permet d'étre reliée
indirectement aux cadhérindsdure 18 C) (Nieset et al., 1997; Obama and Ozawa, 1997)

Pendant de trés nombreuses années, la principatéidn attribuée a d-caténine fut
de constituer le lien direct entre le complexe éaltef3-caténined-caténine et le
cytosquelette d’actine pour maintenir I'intégriigstilaire Figure 18 A). Cependant en 2005,
le travail du groupe de Nelson a tout remis en tjpesEn effet, il s’est avéré queot
caténine a la capacité d’interagir avec 'actinéadE-cadhérine mais est incapable de lier les
deux simultanémerflyamada et al., 2005h)

Le role de la-caténine est en réalité plus complexe qu’initiaatmenvisagé.
L’ a-caténine existe sous forme de monoméres ou derelmies deux formes ayant des
propriétés différentes. k'caténine monomérique interagit préférentiellemenvec le
complexe E-cadhéring/caténine alors que le dimeére lie plus facilemestfilaments d’actine
(Drees et al., 2005)Le modele émergent est donc le suivant : le etirgy des cadhérines au
cours de la formation des jonctions induit une agigiation locale de la concentration e&n
caténine, suffisante pour induire sa dimérisatiansdle cytoplasme. Le dimeérendcaténine
interfére localement avec le complexe Arp2/3, iahtbainsi la formation de branchements
dans le réseau d'actin€igure 18 B). Ce modele suggére une interaction labile eatre
caténine et cadhérine et sera rediscuté dans utie gansacrée au lien entre VE-cadhérine et
cytosquelette d’actinfHartsock and Nelson, 2008)
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Figure 18 : Modeles de coopération entre cadhérinest cytosquelette d’actine régit par

I’ a-caténine

(A) Modele de complexe quaternaire cadhéfireténined-caténine/actine qui prévalait
jusqu’en 2005. Lo-caténine était considérée comme étant capablabdiéun lien direct
entre lap-caténine et le cytosquelette d’actine, accroclzamsi les filaments d’actine au
complexe jonctionnel. (B) Mécanismes d’action dea-Eaténine sur le lien
cadhérines/cytosquelette d’actine.d-caténine oscille entre le complexe jonctionneleet
cytosquelette d’actine. Elle est capable de rédidetine, en inhibant le complexe Arp2/3,
par I'intermédiaire de nombreuses protéines senfigal’actine ainsi que des molécules de
signalisation. (C) Domaines de liaison dexdtaténine avec plusieurs protéines liées a
I'actine. D’apres(Abe and Takeichi, 2008; Scott and Yap, 2006; WatabUchida et al.,
1998a)

D. Le cytosquelette

A priori, le terme cytosquelette peut évoquer simecture figée. Dans les faits, il n’en
est rien. Plus la recherche avance et plus larvides biologistes sur le cytoplasme de la

cellule change. En effet, le cytosquelette estaesable de nombreux processus cellulaires :
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forme et motilité de la cellule, mitose, mouvemedes organites... Par sa capacité a
s’assembler et se désassembler rapidement, le gogieste confére a la cellule une

organisation tres dynamique et réactive aux stiemironnementaux.
1. Les différents composants du cytosquelette
a. Les microtubules

» Généralités sur les microtubules

Constituant I'un des trois composants du cytosgtesl les microtubules sont des
polymeéres essentiellement constitués de dimeres ed’B-tubulines qui sont des protéines
globulaires. Un microtubule est le résultat ded&amblage de 13 protofilaments paralléles qui
lui donnent une forme de tube (25 nm de diaméttere), chaque protofilament étant
consitué de dimeres de tubuline reliées par désofia non covalentesigure 19 (Amos,
2004) Les microtubules oscillent constamment et de rfastbchastique entre phase de
polymérisation et de dépolymérisation, ce qui leanfére une instabilité dynamique. La
transition entre polymeérisation et dépolymérisatest appelé « catastrophe », la transition
inverse « sauvetage fNogales and Wang, 2006)Au cours de ces dernieres années,
d'innovants développements technologiques ont eraiétudier la dynamique des
microtubules. Plus particulierement, il est possilile suivre par vidéomicroscopie la
dynamique de polymérisation intracellulaire desrotitbules en utilisant des marqueurs de
'extrémité + des microtubules fusionnés a la GWRtov et al., 2010) L’élongation die a
l'addition de dimeres n’est pas équivalente auxxdextrémités ce qui confere aux
microtubules une polarisation. L’extrémité + descnoiubules croit plus rapidement bien
gu’elle subisse des évenements de « catastrophdexesauvetage » tandis que I'extrémité —
est peu dynamiqu@gdawkins et al., 2010)

Actuellement, le modele qui prévaut pour la dyriarei des microtubules et le
suivant(Dimitrov et al., 2008; Gardner et al., 2008)

- Les microtubules en phase de polymérisation pm@nt de la tubuline liée au GTP a
'extrémité + créant ainsi une coiffe GTP qui shalki les microtubules. Celle-ci est
hydrolysée peu aprés son intégration dans les talmuées en tubuline-GDP.

- Lorsque la coiffe GTP est perdue, le microtubelt déstabilisé. Il subit alors une
« catastrophe » et se dépolymérise. A linversesgwun ilot de GTP se retrouve a
'extrémité en dépolymérisation, le microtubule m@sence d’'une nouvelle coiffe GTP peut
reprendre sa polymérisation, ce qui permet soruwetage ».
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Ce mécanisme n’est pas le seul a réguler la dynamies microtubules. Il existe en
effet de nombreuses Microtubule Associated Protéwh&Ps) capables de s’associer aux
microtubules et d’en modifier le comportement dyitara (Cassimeris and Spittle, 2001)
Ces MAPs peuvent étre classee en différentes araégen fonction du réle qui leur est
attribué :(Akhmanova and Steinmetz; Maiato et al., 2004)

- favorisation et stabilisation de la polymérisatiaes microtubules
- déstabilisation et rupture des microtubules

- liaison des différentes structures entre elles

- activité motrice

Au cours de la division cellulaire, les microtubsillforment le fuseau mitotique,
élément fondamental pour une bonne ségrégationckiesnosomegVernos, 2006) Des
drogues, utilisées pour lutter contre le cancemroe la colchicine, le taxol et la vinblastine,
ciblent les microtubules et interféerent avec leleyellulaire. Comprendre leur mode d’action
et les phénomeénes de résistance associés ouv@ugelles perspectives dans la lutte contre
le canceXDumontet and Jordan, 2010)

Extrémite + B

Catastrophe

Section
transversale

!
L
z
Longueur du microtubule

Sauvetage

Temps

Figure 19 : Structure et dynamique des microtubules

(A) Les microtubules sont des polyméres constitligétérodiméres de tubuline(vert clair)

et (vert foncé). Quelques diméres s’assemblent putier le flament qui s’étend par ajout
de dimere a ses extrémités. L'extrémité + est lauspldynamique et se
polymérise/dépolymérise rapidement, I'extrémité st guant a elle moins dynamique. Le
filament de microtubule est un tube de diamétrerext de 25 nm et de diametre interne de 17
nm. (B) Les microtubules s’allongent par ajout aeiveaux diméres et raccourcissent par
dépolymérisation des dimeres. Les transitions sistoues de dépolymérisation a
polymérisation sont appelées « sauvetages » drdasitions inverses« catastrophes ». Les
microtubules se stabilisent si la fréquence desuyetages » augmente et celle des
« catastrophes » diminue. D’ap(gétawkins et al., 2010)
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» Microtubules et jonctions intercellulaires : un partenariat souvent négligé

Deux raisons peuvent expliquer le fait que le é@upicrotubules/cadhérine ait été peu
étudié. D’'une part, il a longtemps été pensé gseckntrosomes, centres nucléateurs des
microtubules par excellence, représentaient lecjgah, pour ne pas dire le seul, site
d’ancrage des microtubules. D’autre part, les cadbg étaient plutét connues pour travailler
en étroite coopération avec le cytosquelette diacti C’'est pourquoi peu d’études se sont
intéressées a démontrer le potentiel qu’ont lekéaakes a interagir avec les microtubules. En
réalité, de nombreux types cellulaires présentest distributions spatiales de microtubules
non centrosomales essentielles pour les fonctipesifiques de certains types cellulaires
comme les cellules épithéliales, neuronales etrgstubes Figure 20 A) (Keating and
Borisy, 1999)

A B

= e ———————

Cellule neuronale B

Figure 20 : Organisation des microtubules

(A) Organisation des microtubules hors des cenineso dans trois types cellulaires
spécialisés. L’orientation des microtubules esiguées par les extrémités « plus » (+) et
«moins » (-). Dans les cellules épithéliales, n@srotubules (hors des centrosomes) sont
orientés du péle apical (-) vers les pble basal (€5 cellules neuronales possedent des
microtubules qui courent le long de I'axone avee polarité uniforme. Dans les myotubes,
les microtubules n’ont pas d’organisation partexdj si ce n’est un alignement le long de
laxe du myotube. D’aprés(Keating and Borisy, 1999) (B) Marquage en
immunofluorescence des microtubules (vert) et de/lacadhérine dans des HUVECSs.
(données du laboratoire, S.Bouillot)
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Les cellules épithéliales présentent deux typemubeotubules connectés aux points
d’adhérence intercellulaire. Aux contacts interdeires, les premiers sont orientés
verticalement, les extrémités - dirigées vers lie ppical, les extrémités + vers le pdle basal
(Figure 20 A) (Keating and Borisy, 1999; Stehbens et al., 2009)es autres sont disposés
de facon radiale, les extrémités + déployées e bints d’adhérence de type cadhérines
(Figure 20 A) (Keating and Borisy, 1999; Stehbens et al., 2009)

Dans ce contexte, I'organisation des microtubskesrouve modifiée et évolue au fur
et & mesure que les cellules entrent en contaauti® part, I'accumulation périjonctionnelle
des microtubules ne dépend pas dechténine mais plutdt de la desmoplakine, protdies
desmosomes. En effet, la perte d’expression deetandplakine empéche I'accumulation
périjonctionnelle des microtubulgsechler and Fuchs, 2007) Ceci suggérerait que les
microtubules seraient recrutés au niveau des dsnitaercellulaires plutbt par les dispositifs
d’adhérence de type desmosomes que par les cagthétassiqueéStehbens et al., 2009)
Or on sait que dans I'endothélium, les jonctiorendtage de type desmosomes n’existent pas
mais que dans certains endothéliums des structappslées « complexus adhaerentes »
relient la VE-cadhérine et la desmoplakiejana, 2004; Zhou et al., 2004)Y0n peut donc
penser que, dans le cas particulier des jonctiomsrandothéliales, le recrutement des
microtubules se fasse par l'intermédiaire de laddBhérine.

L’association VE-cadhérine/microtubules a encaiseié peu d'intérét de la part de la
communauté scientifique. Cependant, quelques émttesiontré que, dans I'endothélium, le
squelette de microtubules forme un réseau cytoptpsm@Eigure 20 B) et joue un réle
important dans les réarrangements cellulaires @ton de fibres de stress, contractilité
cellulaire, trous dans les jonctions...) en réponsertains agents perméabilisants. En outre,
il a été montré que la thrombine induit une détitstion des microtubules par la voie des
MAP kinases 38 ou par la voie Rho. Coordonnée dwe@arrangement du cytosquelette
d’actine, la déstabilisation des microtubules ebbrigine du remaniement de I'endothélium
suite a I'action de la thrombin@irukova et al., 2004; Gorovoy et al., 2005)De la méme
maniere, il a été montré que la déstabilisationrdesotubules par le TNEFest responsable
du remaniement du cytosquelette d'actine et de daugbation de la VE-cadhérine,
aboutissant ainsi aux effets bien connus du TN&vaisune augmentation de la perméabilité
interendothélialéPetrache et al., 2003)
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b. Les filaments intermédiaires

» Généralités sur les filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires sont I'un des trosnposants du cytosquelette. Ces
filaments sont qualifiés dintermédiaires a cause ldur diametre (8-12 nm) qui est
intermédiaire entre celui des microtubules (25 emgelui des microfilaments d’actine (5-8
nm). Contrairement aux microtubules et aux micanfients d’actine qui résultent de
'assemblage de protéines globulaires, les filasmariermédiaires sont composés de protéines
fibrillaires. Actuellement, la famille de protéinees filaments intermédiaires compte 70
membres qui s’assemblent en polymeéres de diffé&sgmtetéines pour donner naissance a 5
sous-types de filaments intermédiair@svatsuki and Suda, 2010) Les protéines des
filaments intermédiaires sont principalement classén cinq groupes en fonction des
similarités de séquences en acides nucléiques enocates aminés. Les kératines se
répartissent en kératines de types | (acides)(baBiques ou neutres). Le type Il est composé
de protéines homo polymeériques : vimentine et metapparentées (desmine, périphérine,
protéine fibrillaire acide gliale). Le type IV regrmpe les protéines des neurofilaments, le type
V les lamines localisées au niveau de I'enveloppeéaire(lwatsuki and Suda, 2010)

Contrairement aux protéines des filaments d’acéheles microtubules qui ont une
forte homologie de séquences, I'homologie de sémpiedes protéines des filaments
intermédiaires n'excede parfois pas les 20%. Matgtée faible homologie des séquences,
ces protéines ont en commun un domaine centrabéhaggativement tres conservé et des
extrémités N- et C-terminales chargées positivergantvarient beaucoup en longueur et en
composition en acides amin@ginin and Moldaver, 2008). Le contrdle de la polymérisation
est un point clé de la régulation structurelle agtctionnelle des filaments du cytosquelette.
Une fois synthétisés, les filaments intermédiasest relativement stables. Il n’existe a ce
jour aucun nucléateur des filaments intermédiab@®u qui favoriserait la polymérisation.
Cependant le turn-over est assuré par le protéastume I'activité est contrblée par des
phénomeénes de phosphorylation et d’ubiquitina(im and Coulombe, 2007)

Les principales fonctions associées aux filamémisrmédiaires sont généralement
basées sur leurs propriétés meécaniques et d’aséprddage qui agissent pour maintenir
lintégrité cellulaire et tissulaire. Une autre &blon attribuée aux filaments intermédiaires
concerne leur réle dans la distribution/organisaties organelles, I'adhésion et la migration
cellulaire, la méchanotransduction, la signalisatoellulaire (Kim and Coulombe, 2007,

Minin and Moldaver, 2008; Qin et al., 2010) Les filaments intermédiaires sont capables
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d’assurer tous ces roles grace a leur distribwgidocellulaire. Sept types de réseaux ont été
recensés, chacun étant relié a une fonction paéieyFigure 21): réseau apical (contacts
intercellulaire, polarisation de la cellule), résg#riphérique (forme de la cellule, contacts
cellule-cellule et cellule-matrice), réseau assoa@@x granules, réseau associée au Golgi
(maintien de cette structure complexe), réseauajoxcléaire (transduction du signal
intracellulaire, maintien du noyau), réseau radtensduction du signal intracellulaire),
réseau cytoplasmique (forme de la cellule, stoclagdistribution des organelle@yvatsuki

and Suda)

périphérique associé aux granules

J AT

Réseau Réseau radial Réseau
associé au Golgi et juxta-nucléaire cytoplasmique

Figure 21 : Distribution subcellulaire des filamens intermédiaires

Ce schéma recense les sept types de distributemdildments intermédiaires. Il existe : un

réseau apical sous la membrane du péle apical delllde, un réseau périphérique sous la
membrane basolatérale, un réseau associé aux ggamelsecrétion, un réseau qui entoure
'appareil de Golgi, un réseau radial qui part derégion périnucléaire et va jusqu’'a la

membrane, un réseau juxtanucléaire a la péripdarieyau et enfin un réseau cytoplasmique
qui s’étend dans tout le cytoplasme. D’aftesatsuki and Suda, 2010)

A titre anecdotique, en 2010, un travail de sys¢higibliographique a proposé de voir
les filaments intermédiaires comme des protéinestakss cellulaire. En effet, les protéines

des filaments intermédiaires ont de nombreux paiatemuns avec les Heat Shock Protéines
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(HSP) : 'abondance des protéines, une expressigmentée en réponse a différents stress,
une fonction cytoprotectrice. De plus, les mutatides protéines des filaments intermédiaires
ou celles des HSPs sont retrouvées dans les mémpes de pathologiegToivola et al.,
2010)

» Les filaments intermédiaires éléments de la jonctivinterendothéliale

Le role des filaments intermédiaires dans le neaiment des jonctions intercellulaires
est peu connu. Cependant, les filaments internrédigiar I'intermédiaire de la desmoplakine
sont reliés aux desmosomes et participent doneablastesse des tiss{{sreen et al., 2010)
Par une stratégie de KO inductible, bloquant I'esgion de la desmoplakine, et en
association avec I'utilisation de Latrunculine Agactif capable de provoquer la
dépolymérisation de I'actine, il a été montré geg filaments intermédiaires participent au
renforcement des jonctions intercellulaires et les gu’ils interagissent en synergie avec le
cytosquelette d’actin@Huen et al., 2002)

Malgré I'absence de desmosomes dans les celluldsti@liales, la présence de
desmoplakine, protéine des jonctions desmosomalgs) étre mise en évidence dans des
cultures de cellules endothéliales issues de laevembilicale (HUVEC) au niveau des
jonctions adhérentes intercellulair@&liron et al., 1996) En outre, il a été démontré que la
VE-cadhérine recrute la desmoplakine au niveau fextions intercellulaires par
l'intermédiaire de la plakoglobin@owalczyk et al., 1998) De méme, la protéine p0071 en
s’associant au domaine juxtamembranaire de la \d&é&@ne et a la desmoplakine assurerait
également la connexion aux filaments intermédigi@zgkins et al., 2003; Hofmann et al.,
2009) Les filaments intermédiaires, dans les modeledotéliaux, sont constitués de
microfilaments de vimentin€gkowalczyk et al., 1998; Valiron et al., 1996)Ce type de
jonctions faisant intervenir des protéines desmasesn(desmoplakine, plakoglobine) pour
attacher la VE-cadhérine aux filaments intermédgimais ne répondant pas a la définition

des desmosomes a été dénommé « complexus adhaer@dégana, 2004)
c. Les filaments d’actine

Les microfilaments d'actine sont constitués de omoéres d’actine, protéine
globulaire de 42 kDa tres abondante et ubiquitéeactine). Les monomeres d’actine
s’assemblent en structures filamenteuses (F-actjne)orchestrent une grande variété de
processus cellulaires : détermination de la form@lulaire, motilité, adhésion et
différenciation ... Il existe 3 isoformes d’actim&nommeées, B ety. L'actinea est spécifique
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des tissus musculaires et est le principal comstitadle I'appareil contractile, tandis que les
isoformes 3 et y co-existent dans la plupart des types cellulaiegésparticipent aux
microfilaments d’actine.

Dans l'organisme, les cellules doivent étre cagmble sonder leur environnement, de
se déformer, de se mouvoir et de se diviser pauras leurs propres fonctions. L'actine est
I'acteur principal qui permet aux cellules d’assures fonctions vitales grace a sa capacité
dynamique d’'assemblage et de désassemblage etustrutridimensionnelles. Comment ces
structures moléculaires se mettent en place pguondge a autant de fonctions ? C’est ce a
guoi nous essaierons de répondre dans le proclaagnaphe consacré au cytosquelette

d’actine.
2. Zoom sur le cytosquelette d’actine

Le cytosquelette d’actine est un partenaire ingmartles jonctions adhérentes et donc
de la VE-cadhérine, c’est pourquoi nous lui conmamrs ce paragraphe. Néanmoins la
relation entre cytosquelette d’actine et jonctiadkérentes ne sera pas abordée ici mais dans
une partie ultérieure consacrée a une vision dymaende la jonction adhérente et dont le
cytosquelette d’actine est I'acteur principal. Lgosquelette est un vaste sujet. Aussi, ce
paragraphe a pour but de fixer les connaissancésgie concernant le cytosquelette d’actine

et restera de ce fait succinct.
a. Dynamique du cytosquelette d’actine

Les filaments d’actine sont des structures fleesbét labiles, qui s’assemblent et se
désassemblent selon une dynamique complexe quipkunet de répondre aux besoins de
nombreuses fonctions cellulaires comme la motdité division cellulaire. Pour ce faire, les
filaments d’actine sont liés a diverses protéinesceessoires » qui activent/inhibent leur
élongation, induisent leur scission, les relientreereux ou a d’autres structures comme la

membrane.
» Polymérisation de 'actine

L’actine est une protéine qui existe sous deurmés : globulaire (G-actine), a I'état
de monomere et filamenteuse (F-actine), a I'étapadigmeéres. Pour étre stabilisée, la G-
actine est complexée a une molécule d’ATP et aatiort divalent qui pourra étre échangée
lors de la polymérisation. Les monomeres de G-actiassemblent et s’enroulent pour

former une structure hélicoidale de 5-9 nm de diemd.a réaction de polymérisation
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s’accompagne de I'hydrolyse de 'ATP en ADP + Plmdp a chaque incorporation de
monomeére de G-actin€igure 22 étape 1P (Pollard et al., 2000) Bien que I'hydrolyse de
'ATP ne soit pas indispensable a la polymérisatibnfaut noter que la G-actine-ATP

s’incorpore plus vite au filament que la G-actinBfA
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Figure 22 : Dynamique du cytosquelette d’actine

Modele d'assemblage des microfilaments d’actinetdes chiffres se rapportent aux
différentes étapes chronologiques de la dynamiqueytosquelette d’actine a I'extrémité
d’une cellule en mouvement. D’apr@®llard and Beltzner, 2002)

Les monomeres d’actine ont une structure asymrgui donne, aprés empilement,
un filament d’actine polaire. Cette asymétrie seotese dans les cinétiques de polymérisation
aux deux extrémités: l'extrémité (+) ou « barbéepolymérise plus rapidement que
l'extrémité (-) ou « pointue xCampellone and Welch, 2010) Pour polymériser, la
concentration en monomeres disponibles doit étpgreure a une concentration critique.
Cependant, il faut noter que cette concentratidigoe a I'extrémité pointue~(0,6 uM) est
plus importante qu'a I'extrémité barbée 0,1 uM). A l'état d’équilibre, la longueur du

filament reste donc constante : autant de mononpaesgent s'ajouter a I'extrémité (+) que
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d’autres se perdent a I'extrémité (-). Ce phénomesteappelé treadmilling ou effet tapis
roulant(Le Clainche and Carlier, 2008)

» Contréle de la polymérisation de I'actine

S’il n'existait pas de protéines controlant la ypoérisation de l'actine, celle-ci
resterait dans un état stationnaire et ne perntgitaa au cytosquelette d’étre dynamique et
d’exercer toutes ses fonctions. La dynamique dastytelette d’actine est un processus trés
complexe en raison des nombreuses protéines quicapables d’interagir avec I'actine ou
ABP (Actin Binding Protein). Ces protéines contriilda polymérisation de l'actine de
différentes maniéres : en favorisant la nucléat{dnp2/3, formines), en séquestrant les
monomeéres d’actine-G (thymosine, profiline), enoiffant » les extrémités des filaments

(CAP) ou en les fragmentant (cofiline, gelsoline).
» Les facteurs de nucléation/d’élongation

Les principaux nucléateurs de I'actine sont le glexe Arp2/3 et les formines. Le
complexe Arp2/3 est constitué de I'assemblage ef# protéines : Arp2, Arp3 et cinq
protéines ARPC (Actin Related Protein Complex).fdlorise la création de nouveaux
filaments d’actine a partir d’'un filament pré-exsist en créant un nouveau branchement au
niveau d’'une extrémité barbée. L’activité du compl@rp2/3 a elle seule ne suffit pas a créer
des filaments d’actine ramifiés. Les protéines de famille WASP (Wiscott-Aldrich
Syndrome Protein) lui viennent en aide comme irelucte la polymérisatiorFigure 22
étapes 2 et B(Pollard, 2007) Quant aux formines, elles sont caractériséeslgmidomaines
FH (Formin Homology), FH1 et FH2. Elles interagissavec I'extrémité barbée par leur
domaine FH2 et empéchent d’autres protéines de stpper I'élongatiofCampellone and
Welch, 2010; Pollard, 2007)

» Les protéines de séquestration

Un des paramétres importants qui contrle la péhlsation de l'actine est la
disponibilitt de monomére d’actine-G. Les protéinesséquestration servent a réguler la
guantité d'actine G présente dans le cytoplasmeg.pkiacipales protéines de séquestration
sont la thymosing4 et la profiline. Ces derniéres se fixent suctlide-G monomeérique, la
séquestrent, I'empéchant ainsi de s’assemblerlamdnt Figure 22 étape L Cependant,
alors que la thymosing4 empéche I'ADP d’étre remplacé par une moléculsTe, la
profiline stimule I'échange ADP en AT@Pollard et al., 2000) Or comme nous l'avons vu
'actine-G-ATP s’incorpore plus rapidement aux miants. Le role de la profiline est donc
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guelque peu paradoxal puisqu’elle séquestre lesomeéres pour empécher leur incorporation
mais favorise en méme temps la formation de monesnkés a 'ATP pour faciliter leur

incorporation(Yarmola and Bubb, 2009)
» Les protéines de coiffage

Comme leur nom l'indique, les protéines de coifagennent se fixer sur les
extrémités des filaments d’actine et empéchent Bos élongation. Si les extrémités barbées
étaient libres en permanence, I'élongation desnfiiats appauvrirait trés rapidement le pool
de monomeéres d’actine cytosolique. Le nombre déemires barbées libres doit donc étre
limité (Figure 22 étape §. C’est la fonction exercée par les protéines aléage telles que

CapZ, tropomoduline et gelsoliiBollard et al., 2000)
» Les protéines de fragmentation

La dépolymérisation spontanée de I'actine est hdinpmeéne lent qui ne permet pas
d’expliquer le « turnover » d’actine obselnévivo. Deux mécanismes permettent d’accélérer
ce turnover : la dépolymérisation et la fragmentaties filamentsHigure 22 étape 8 Deux
familles de protéines sont responsables de ces niséwas : les gelsolines, et les
ADF/cofilines (Actin Depolymerizating Factors). lfamille des gelsolines exerce une double
activité : 1- en s’associant avec le filament diegt la gelsoline le fragilise et induit sa
fragmentation 2- aprés fragmentation, la gelsolaoéffe I'extrémité barbée tandis que
'extrémité pointue se dépolymérig®no, 2007) Contrairement a la famille des gelsolines,
les ADF/cofilines n’exercent pas l'activité de daide, elles se fixent sur I'actine et induisent

un changement conformationnel qui rompt le filanw@attine(Ono, 2007)
b. Les différentes fonctions du cytosquelette d’aitte

Le cytosquelette d’actine a, comme il a déja é@tionné, de nombreuses fonctions
dans la cellule. Plus particulierement, il organgtestructure les cellules, il est acteur du

transport cellulaire et permet aux cellules de sevir.
» Structuration de la cellule

Comme le corps humain et son squelette ossewelllale posséde le cytosquelette
d’actine. En effet, les différentes structures tifec présentes dans la cellules sont en contact
étroit avec la membrane cellulaire et les orgarfitéistz and Khatau, 2010). Dans la cellule,
les filaments d’actine se trouvent dans les prainss membranaires (filopodes,

lamellipodes), dans le cytoplasme et autour du m@vyartiainen, 2008; Wirtz and Khatau,
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2010) (Figure 23). Ces différentes populations de F-actine permetida cellule d’avoir la
forme qui convient a sa fonction. Pour illustrerciceon peut prendre I'exemple des
microvillosités intestinales. Pour assurer leurctam d’absorption, les cellules intestinales
possedent a leur surface apicale des microvillbsitéforme de brosse qui leur conferent une
grande surface d’échange. Ces microvillosités sbat fins prolongements cellulaires
composés de filaments d’actine rattachés entrg(&timman et al., 2002) Par ailleurs, dans
'endothélium, tissu composé de cellules pavimesgsule cytosquelette s’organise en une
structure corticale sous la membrane appelée ceirdiadhésion(Prasain and Stevens,
2009)

La raison pour laquelle différentes populationsctihe co-existent a l'intérieur d’une
seule et méme cellule ou varient d’'un type cellala I'autre vient du fait que les filaments
d’actine interagissent avec de nombreuses protéidiégss « accessoires » et plus
communément appelées « Actin Binding Protein » AH. interagissant de maniére
transitoire avec ces différentes protéines, le smdelette d'actine peut changer
d’architecture et se présenter sous forme de faisceontractiles, de faisceaux paralléles ou
de maillage Figure 23).

» Transport intracellulaire

Les filaments d’actine participent au transpofttracellulaire soit en favorisant le
transport vésiculaire soit en servant de rails migcees utilisés pour le déplacement de
protéines cargo.

L’'actine est étroitement reliée au phénoméne dieyibse qui nécessite un
remodelage du cytosquelette d’actine pour initier houvement d’invagination de la
membrane plasmiquéDoherty and McMahon, 2009) Des études ont montré que bon
nombre d’ABP (Arp2/3, WASP) sont recrutées auxssitendocytose et reliées aux protéines
impliquées dans I'endocytose comme la clathrinegeetend a prouver l'implication du
cytosquelette d’actin@Galletta et al., 2010; Merrifield, 2004; Pollard aad Cooper, 2009)

Si la participation du cytosquelette d’actine atlecytose ne fait aucun doute, la chronologie
des évenements reste a élucider.

Au cours de ces dernieres années, les techniguesgérie ont beaucoup été utilisées
pour visualiser et comprendre la séquence d’évenemgui relie I'endocytose a la
polymérisation de l'actine. Les conclusions qui d&gagent de ces recherches récentes
suggérent que la polymérisation de Il'actine estpit@ment liée aux mouvements et aux

changements de géométrie qui accompagnent le prmed endocytose (notamment
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'endocytose clathrine dépendante dans les celloleasnmiféres)(Pollard and Cooper,
2009)

Dy e
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o=0 oO-actinine
e Fascine
——  Filamine
8oy Myosine 11
aeerng® Filament d’actine

f-Actine périnucléaire e-Fibre de stress contractile
Figure 23 : Organisation des filaments d’actine das différentes régions de la cellule

A l'extrémité de la cellule, les filopodes (a) samnstitués de faisceaux d’actine paralleles
maintenus par la fascine tandis que les lamellipdth sont formés d'un réseau d’actine
dendritique nucléé par le complexe Arp2/3. En andmi’extrémité du lamellipode (c), le
réseau d’actine forme un maillage de faisceauxogdhaux entrelacés. Dans le cytoplasme
(d), les filaments d’actine sont réticulés en résede faisceaux orthogonaux grossiers
élastiques mais non contractiles, car déepourvuaysine Il. A la surface basale de la cellule
(e), les filaments d'actine forment un réseau ibee$ de stress contractiles contenant la
protéine motrice Myosine Il. A la surface apicade, dessus du noyau (f), les filaments
s’organisent en un réseau trés compact et coneratdi faisceaux paralléles qui forme une
coiffe autour du noyau. D’apré®Virtz and Khatau, 2010).

D’autre part, lorsque I'endocytose est initiée,ataserve un recrutement concomittant

de protéines impliquées dans la polymérisation'atgihe comme Arp2/3 et ses activateurs.
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Par la suite, apres scission de la membrane etatibe de la vésicule d’endocytose, la
polymérisation de I'actine continue pour dirigedéplacer la vésicul@Merrifield, 2004).

Par ailleurs, le réseau d’actine sert égalememtiie pour le transport intracellulaire
d’organelles et de complexes moléculaires. Powa, det cellules eucaryotes mettent en jeu
les myosines, moteurs moléculaires qui utiliseatfilements d’actine comme rails pour se
déplacer(Pollard and Cooper, 2009) Les myosines utilisent I'énergie de I'ATP pour se
déplacer sur les fibres d'actine. Il a été monté ge sont principalement les myosines de
classe | et V qui sont responsable du trafic dgarm@lles. De plus, I'activité des myosines
serait couplée a une activation de polymérisatigmadtymeérisation de l'actine lorsqu’elles
déplacent leur cargo moléculaire afin de constrawefur et a mesure les rails qui leur

permettent de se déplad€iramer, 2008)
» Motilité et contractilité

L’'actine est un élément essentiel de la motiléflutaire. Que ce soit les cellules
immunitaires pour atteindre les pathogénes, lesilesl cancéreuses pour se disséminer ou
encore les cellules endothéliales pour réparer hlassure, les cellules ont besoin de se
mouvoir. Il existe deux types de motilité basées lsucytosquelette d’actine : la motilité
dirigée par la polymérisation de I'actine et la i@t dirigée par I'actomyosinévartiainen,
2008) La migration des cellules résulte de I'assembldgdilaments d’actine a I'avant de la
cellule et de la rétractation du cytosquelette tih@ca I'arriére de la cellulefigure 24 C)
(Pollard and Cooper, 2009)

L’assemblage des filaments d’actine a partir desameres peut suffire a changer la
forme de la cellule et & produire une protrusicenmbranaire (filopode ou lamellipode) qui
est souvent la premiére étape dans le procesdosataotion. Le complexe Arp2/3 assemble
les filaments d’actine en un réseau branché comgserdmeaux d'un buisson. Chaque
filament développe une force de quelques piconewqoin au voisinage de la membrane
permettent a I'extrémité avant de la cellule d’aenPollard and Borisy, 2003) A l'arriere
de la cellule, la myosine Il génére des forces @n des filaments d’actine et produit des
contractions qui tirent I'arriére de la cellyleollard and Cooper, 2009)(Figure 24 Q). En
effet, la myosine Il est le principal moteur molkxxe qui régit la contractilité actomyosine
dans les cellules musculaires et non musculairasniiosine Il est un complexe protéique
hexamérique composé de : deux chaines lourdes dioweent un domaine moteur trés
conservé et un domaine superhélicoidal (coiledscalleux chaines légéres dites de

« régulation » qui régissent lactivité ATPase etfie deux chaines l|égeres dites
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« essentielles » qui conferent l'intégrité struaterdu domaine moteuFiQure 24 A). La
contraction actomyosine a lieu aprés assemblenmeededx myosines Il en filament bipolaire
et association de leurs domaines moteurs avec filamxents d’actine orientés de maniéere
opposéeKigure 24 B). L’activation du domaine moteur tire les filamgmtactine ensemble
(Figure 24 B, traction dans le sens des fleches) et produiblegs de traction actomyosine a
I'origine de la contractilité cellulair€Clark et al., 2007)

A g
Chaines légeres
Moteur Idi’[es de «régulation»

ChaiﬂgS légeres . ¥ Domaine superhélicoidal Queue non
- Whémdale

«essentiellesy
Cou Sens

L | d
- u
Chaines lourdes
mouvement

o Extrémité de
la cellule

B Actine

Arriére de
la cellule

Actine

Figure 24 : Mécanismes a la base de la contract#itcellulaire ou complexe actomyosine

(A) Représentation schématique d’'un monomére desmgdl. La chaine lourde comprend
un domaine moteur, un cou, un domaine superhédtadtl un domaine non hélicoidal.
D’apres (Clark et al., 2007) (B) Les extrémités C-terminales de deux monomées
myosine |l s’assemblent en filament bipolaire delagissent avec la F-actine par leurs
extrémintés N-terminales. L’activation du domaineteur de la myosine Il provoque la
traction des filaments d’actine (dans le sens dekes) et conduit aux tensions contractiles.
D’apres (Clark et al., 2007) (C) Locomotion d'une cellule par assemblage denfdats
d’actine a l'avant de la cellule et rétraction ddésments d’'actine a l'arriere de la cellule.
D’aprés(Pollard and Cooper, 2009)

c. Coopération actine/Rho GTPases

> Les Rho GTPases

La famille Rho des petites protéines G apparerddassuperfamille des protéines Ras
monomériques compte plus d’'une dizaine de memheslds plus connus sont Rho, Rac et
Cdc42 (Ridley, 2006). Ces protéines fixent le GTRhydrolysent en GDP. Ce sont des
interrupteurs moléculaires de la signalisationaicgtiulaire. En effet, celles-ci oscillent entre
un état actif lié au GTP, localisé spécifiquemerd anembrane plasmique ou dans certains

compartiments cellulaires, et un état inactif cgtmpie lié au GDP Kigure 25) (Etienne-
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Manneville and Hall, 2002) Afin de cibler leur action a la membrane, les RbkibPases
subissent des maodifications post-traductionnellgéranylation, farnésylation) qui leur
permettent d’interagir avec la membrane de fagem lticalisé€Ridley, 2006)

Les principaux régulateurs des Rho GTPases @herfils and Pacaud, 2004;
Etienne-Manneville and Hall, 2002; Ridley, 2006)
- les GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factaits) stimulent le relarguage du GDP
permettant ainsi I'accrochage du GTP
- les GAPs (GTPase Activating Proteins) : elleslyaent I'hnydrolyse du GTP et laissent les

Rho GTPases dans leur conformation inactives
- les Rho GDIs (Rho GDP Dissociation Inhibitor)s e lient aux GTPases Rho et les

inhibent soit les empéchent de se lier a la mengbam masquant le site géranylé ou

farnésylé, soit en les empéchant d’interagir aeacsl effecteurs.
Dans leur conformation liée au GTP, les Rho-GTPastivent leurs effecteurs. Les Rho

GTPases sont principalement impliquées dans ldatgu du cytosquelette d’actine.

Membrane plasmique

% GEF |
Rho-GDP D D Rho-GTP
GTP GDP g
2

ol @

Figure 25 : Cycle des Rho-GTPases

Les Rho-GTPases oscillent entre une conformatitimeafliée au GTP) et une conformation
inactive (liée au GDP). A l'état active, elles iratgissent avec des protéines « cible »
effectrices. Le cycle est finement régulé par tohésses de protéines : les facteurs d’échange
GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors) quilysatat I'échange de nucléotide, les
protéines activatrices GAPs (GTPase Activating éing) qui stimulent I'hydrolyse du GTP

et inactivent les Rho-GTPases et enfin les inhiib#tedes facteurs d’échange GDIs (Guanine
nucleotide Exchange Inhibitors) qui extraient |eBR@ses des membranes. D’afesenne-

Manneville and Hall, 2002)
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» L’action des Rho GTPases sur le cytosquelette d’ane

Les GTPases de la famille Rho contrélent de nouda® fonctions cellulaires (cycle
cellulaire, trafic vésiculaire, transduction dergigx régulateurs de la transcription ou encore
production de messagers secondaires) car leurstaifs sont nombreuxEtienne-
Manneville and Hall, 2002; Jaffe and Hall, 2005) Néanmoins, les GTPases Rho sont
surtout reconnues pour leur réle dans la régulatetiorganisation du cytosquelette d’actine
(Etienne-Manneville and Hall, 2002; Ridley, 2006)En effet celles-ci ont la capacité de

contrbler la forme, I'attachement et la mobilit&s dellules.

Rac Cdc42 Autres Rho GTPases
Complexe WAVE WASP Formine
Complexe Arp2/3
Polymérisation de 1’actine
Polymérisation de I’actine lincaire _
4  branchée + —— Formine
Complexe
Arp2/3
Lamellipode Hilapnde

Figure 26 : Contribution des GTPases de la famill&ho a la dynamique du cytosquelette
d’actine

A la membrane, les GTPases de la famille Rho séntues protrusions membranaires régies
par la polymérisation de I'actine. Elles régulesd tleux types de réseaux d’actine : branché et
linéaire. Les protéines Rac et Cdc42 activent letémes de la famille WASP (Wiscott-
Aldrich Protein Syndrome) et WAVE (WASP-family VEgin-homologous protein) qui, en
retour, activent le complexe Arp2/3. Se produitrslon réseau d’actine branchée a l'origine
de la formation de lamellipodes. Les autres pretite la famille Rho et Cdc42 activent les
formines qui se lient a I'extrémité + des filamedtactine et induisent la polymérisation de
faisceaux d’actine paralléles au niveau de la manwrplasmique, formant ainsi des
filopodes. D’apregRidley, 2006)

Il est maintenant admis que et Cdc42, Rac et Ritocbacune leurs spécificités

résumées sur laigure 26:
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- Cdc42 est impliqué dans la formation de filopodessont de longues extensions tres fines
de la membrane. Cdc42 stimule la polymérisatiotiaéine en impliquant les protéines de la
famille WASP et le complexe Arp2/3 et peut égaletieduire la nucléation de I'actine en
activant les forminegRidley, 2006)

- Rac provoque la polymérisation de I'actine aueniv de la membrane plasmique, créant
ainsi des protrusions membranaires appellées lgoeds.

- Rho activé induit la formation de fibres de séres de points d’adhésion focaux permettant
'ancrage des cellules a leur matrice.

Rho, Rac et Cdc42 et plus largement les GTPasksfdmille Rho interviennent dans
la biologie de la cellule endothéliale. Elles cdntent notamment a la réponse cellulaire de
I'endothélium aux contraintes de cisaillement dixfsanguin. En effet, il a été montré que
des cellules endothéliales subissant des forcessdélement s’alignent dans le sens du flux
sanguin grace a un réarrangement du cytosqueleiténg en partie régulé par I'action des
GTPases. Il semblerait que Rho soit inactivé dams premiere phase et provoque le
désassemblage des fibres de stress. Dans un sdeomb, la réactivation de Rho
provoquerait 'assemblage de nouvelles fibres desstalignées dans le sens du flux grace a
I'élévation de Rac activé a I'avant de la cell(leima, 2006)

D’autre part, I'endothélium est un tissu dynamigient les cellules se contractent,
modulent I'ouverture des jonctions intercellulaietsce, plus particulierement au cours de la
transmigration leucocytair@Millan and Ridley, 2005) Cdc42 est surtout impliqué dans la
stabilisation des jonctions adhérentes et la restian de la perméabilité alors que Rho et
plus précisément RhoA est impliqué dans la voie siignalisation de la contraction
actomyosine décrite dansHégure 27 (Broman et al., 2007)Une étude a mis en évidence le
réle de Cdc42 dans la régulation de la perméabifiseulaire. En effet, les résultats indiquent
gue Cdc42 contrdle l'interaction enfsecaténine eti-caténine et par conséquent 'assemblage
du complexe VE-cadhérine/caténines avec le cytdstjeed’actine(Broman et al., 2006)
Alors que la thrombine induit l'activation rapidee dRhoA (en moins d'une heure),
I'activation de Cdc42 est plus tardive. L’activatide RhoA provoque dans un premier temps
la rétractation des cellules en favorisant la @miion actomyosine et la dissociation des
jonctions. Ensuite, l'activation de Cdc42, provoglze restauration de la perméabilité
endothéliale en facilitant I'association de la V&dhérine avec d-caténine et par conséquent
la stabilité des jonctions adhéren{Bsoman et al., 2007)
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Figure 27 : Contraction actomyosine dépendant de Rh

Rho, dans sa forme «active » liee au GTP active€lRQRho kinase) qui a une action
inhibitrice sur la MLCP ( Myosin Light Chain Phosghse). En inhibant la MLCP, ROCK
stimule la contraction actomyosine. En effet, la ®Myosin Light Chain) n’étant plus
déphosphorylée, il n'y a plus de limitation de tmtraction actomyosine. Par ailleurs, ROCK
phosphoryle directement la MLC sur Sérine 19 etiiinélgalement la contraction actomyosine
par ce biais la. D’apre®ellegrin and Mellor, 2007)

En résumé, les GTPases Rho sont particulieremaiiguées dans le maintien de la
structure de I'endothélium soit en réponse au shiass soit en réponse a la transmigration
leucocytaire. Cependant, d’autres processus ciedlalades plus simples (établissement de la
polarité cellulaire) aux plus complexes (contrattides cellules musculaires lisses), font
également intervenir l'activation des GTPases Rh@as seulement Rho, Rac et Cdc42
(Etienne-Manneville and Hall, 2002; Jaffe and Hall2005)
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lll. Une approche dynamique de la jonction interendathéliale

A. Une idée émergente : sensibilité des jonctionstiacellulaires a la

mécano-transduction
1. Définition

Pour assurer le bon fonctionnement des différerganes, les cellules sont capables
de communiquer entre elles grace a de signaux ghasiet mécaniques. Des contraintes de
cisaillements auxquelles est soumis I'endothéliuasculaire aux forces de tiraillements
subies par les cellules des muscles squelettiqoeses les cellules de notre corps sont
soumises a des forcg®©rr et al.,, 2006) La mécano-transduction est le phénomene qui
permet a une cellule de percevoir une informatiagdtamique au niveau de ses récepteurs
membranaires (mécano-réception), de la transm@tgeano-transmission) et d’apporter une
réponse cellulaire proportionnelle a l'informatipercue (mécano-activatiorf/ogel and
Sheetz, 2006)

Au sein d’'une population de cellules, les intdmad physiques sont de deux natures
possibles : les interactions cellule-matrice exdllataire et les interactions cellule-cellule.
Elles s’exercent, respectivement, au niveau deséradbes focales et des jonctions
intercellulaires. L'idée selon laquelle, ces stiwes ne sont pas figées mais sont, au contraire,
des sites cruciaux de transmission des forces aééemment souligné par les travaux de
Maruthamuthu(Maruthamuthu et al., 2011) En effet la matrice extracellulaire et les
cellules avoisinantes représentent le principghai que peut percevoir une cellule pour
établir et maintenir sa forme. C’est pourquoi, deflules doivent pouvoir sentir les signaux
meécaniques de leur environnement afin de modifechitecture de leur cytosquelette et de
leur adhérence(Vogel and Sheetz, 2006) Pour I'heure, les principaux récepteurs
membranaires impliqués dans la mécano-transductmrt les intégrines au niveau des

plaques d’adhésion focale et les cadhérines aamnisles jonctions intercellulaires.
2. Généralités

Dans le phénoméne de mécano-transduction, le ageiges complexes adhésifs au
cytosquelette est un paramétre clé qui gouverngplanse apportée par une cellule aux forces
auxquelles elle est soumi@€o and McCulloch, 2001; Parsons et al., 2010%i les études se
multiplient pour identifier les protéines impliqggedans I'ancrage au cytosquelette (cf. III.B.
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La connexion cytosquelette / jonctions adhérenfasgontribution des forces mécaniques a
I'établissement des jonctions et au remodelagdiskass en est a ses balbutiements.

De nombreuses études ont montré que l'augmentatésn forces contractiles ou
I'application de forces externes au niveau destpaliadhérence est capable de gouverner la
dynamique des plaques d’adhérence fod@ehwartz and DeSimone, 2008)Suite a
laugmentation des forces, les intégrines recrutdans une premier temps, de nouveaux
composants tels que la Zyxine et la Vinculine gemforcent la liaison au cytosquelette
d’actine (Hirata et al., 2008; Schwartz and DeSimone, 2008pPe maniére indirecte, les
intégrines recrutent également des protéines df@éatage et régulatrices comme la paxilline
et FAK (Focal Adhesion Kinase) qui en retour vontiver la voie des Rho GTPases et
favorisent la contractilité cellulaire régie parraosine Il et la polymérisation de l'actine
(Parsons et al., 2010)Enfin, les tensions engendrées au niveau desigdad adhérence
focale induisent I'activation conformationnelle desgrines qui augmente leur attachement a
la matrice extracellulair@Katsumi et al., 2005) Ainsi, les intégrines sentent les parametres
mécaniques de leur environnement et activent dess \ae signalisation qui leur permettent
de répondre de maniére adaptée aux forces appii(foéewvartz, 2010)

L’idée que les cadhérines puissent étre le siegmécano-transduction a longtemps
été suspectée mais les études sur le sujet commesmaglement & émergédmutny and
Yap, 2010) Cette hypothese a notamment été étayée pardfités études qui ont montré
gue la contractilité cellulaire était un phénomemecessaire a la bonne formation des
jonctions adhérentgBrevier et al., 2008; Schwartz and DeSimone, 2008) ce jour, peu
de données existent sur le lien qui existe entdh@dnes, forces et cytosquelette d'actine,
néanmoins, ce sujet prend de plus en plus d’ampl&s premiers éléments concrets sur ce
sujet ont été apportés par Le Duc en 2010. Potertiescapacité des cadhérines a participer a
la mécano-transduction au niveau des jonctiongdelielaires, des billes magnétiques, sur
lesquelles sont greffés des fragments recombirdats-cadhérine ont été mises en contact
avec la surface de cellules F9. Les fragments rbowants de E-cadhérine ont interagi avec
les cadhérines présentes a la surface des cel@legne fois que les billes ont adhéré aux
cellules, elles ont été soumises a un champ magreégour géenerer des forggs Duc et al.,
2010) En mesurant le déplacement des billes en répanseforces appliquées, il a été
possible de calculer localement les changementsrigldité au niveau des contacts
cadhérine/cadhérine générés par les b{iléang and Ingber, 1995) Il a ainsi été démontré
gu'en réponse a une stimulation meécanique, la ité@giddes contacts E-cadhérine

recombinante/cellule F9 augmente, révélant powréamiere fois les capacités de mécano-
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réception de la E-cadhérine. Cette étude a égalemisnen exergue un nouveau réle de la
vinculine dans la modulation de la mécanique du piere E-cadhérine/cytosquelette
d’actine et dans le remodelage des jonctions inpait I'application des forces externes.
Cependant, cette étude n’a pas permis d’élucidendeanisme moléculaire qui permet a la
vinculine de participer a la mécano-transductioduite par la E-cadhéringe Duc et al.,
2010) En revanche, ces résultats peuvent étre rappathée autre étude qui suggére que
I’ a-caténine est un mécano-transducteur des joncéidhérentes. Plus précisément, il a été
montré que suite a une tension exercée au niveali odeaténine, celle-ci change de
conformation démasquant ainsi un site de liaisarpgumet le recrutement jonctionnel de la
vinculine (Yonemura et al., 2010) En rassemblant les données de ces deux étudeguon
suggérer que les tensions générées par la cootrachi systeme actomyosine et les
adhérences intercellulaires activent la liaiseoaténine/vinculine qui permet un ancrage au

niveau du cytosquelette d’actinéidure 28).

Vinculine

Cadhérine = P-caténine

L o-caténine
N & DEA

70 Myosine II

Extracellulaire
>
c
=
aIrenyeoenU|

Tensions fortes

Figure 28 : Modéle d’activation de la-caténine par les forces mécaniques

Au repos, lu-caténine est dans une conformation repliée quiqoeascertains sites
d’interaction. En réponse aux tensions;daténine se déplie, démasque son site d’interactio
pour la vinculine. Ce modéle n’exclut cependant pasistence d’autres liens entread’
caténine et I'actine. D’aprg¢¥onemura et al., 2010)
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3. Substrats microstructurés pour I'étude des force engagees par les

cellules

Les progrés technologiques et le développemenladeanofabrication permettent
aujourd’hui d’étudier les mécanismes de mécancstlaction dans un environnement
meécanique contrélé. Ces techniques peuvent étrigapps a des cellules de type sauvage,
déficientes en une protéine ou traitées par deguéso et permettent d’appréhender les
mécanismes moléculaires a la base de la mécarsdtretion (Vogel and Sheetz, 2006)
Dans ce paragraphe, nous nous attacherons a meksnprincipaux substrats utilisés pour
I'étude des forces entre cellules et nous préseméeles deux techniques de quantification
utilisées au laboratoire.

Afin d’étudier et de mesurer les forces engagéedgs cellules, il est particulierement
intéressant d’utiliser des substrats déformables doesser une cartographie dynamique des
champs de forces exerceés par les cellules sureledronnement. De I'étude des forces qui
entrent en jeu a émergé le besoin de développenadweaux substrats élastiques se
rapprochant du substrat idéal. Un substrat idéaitséconomique, souple, simple a réaliser et
a caractériser, transparent, linéairement élastejude rigidité variablgdKandow et al.,
2007)

Les hydrogels de polyacrylamide sont assez pagglasomme substrat de culture
cellulaire. lls ont l'avantage d'étre simples apaéer et d’avoir des propriétés optiques
compatibles avec les techniques de microscopigl® il est aisé d’en contrbler la rigidité
en jouant sur les concentration d’acrylamide etleubis-acrylamidéBeningo and Wang,
2002) Les cellules ne présentant pas d’affinité powgrdels de polyacrylamide, plusieurs
approches chimigues ont été développées afin deopacouvrir les substrats de protéines
de la matrice extracellulaire et ainsi de favoristhérence des cellules sur le substrat. Une
approche tres utilisée est la réticulation chimjgugtamment avec le Sulfo-SANPAH, qui
permet de greffer de maniére covalente des pesématricielles et ainsi rendre le substrat
biocompatible [Figure 29) (Kandow et al., 2007)

Afin de quantifier les tractions exercées tangdlietnent par les cellules sur le
substrat, des microbilles sont insérées dans lawgeburs de sa fabrication. Aprés adhésion et
etalement des cellules, les forces engagées @streellules et la matrice sont quantifiées en
mesurant le déplacement des billes fluorescentiéstérieur du gel. Cette mesure indirecte

du champ de déplacement des billes permet de remant champ de forces développées
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tangentiellement par les cellules sur les adhéereroeales(Beningo and Wang, 2002;
Wang et al., 2002)

N\

= .

> J - C !) - <> |
Dépot de la solution sur Dépot d’une lamelle Retrait de la lamelle
acrylamide une lame de verre activée sur la goutte aprés polymérisation

bis-acrylamide
= Source UV
: ‘ Q
2 - D - (- - ‘9D
Sulfo-SANPAH Photoactivation Fonctionnalisation avec Culture cellulaire

des protéines matricielles

Figure 29 : Fabrication d’hydrogel pour la culture cellulaire

Une solution d’acrylamide/bis-acrylamide est dépasédr une surface activée pour recevoir la
solution d’acrylamide. La goutte de solution d’dangide est prise entre lame et lamelle pour
obtenir une surface plane. Aprés polymérisationgely la lamelle de verre est retirée.
L’hydrogel est ensuite traité par du Sulfo-SANPAH, agent réticulant photo-activable qui
permet de fonctionnaliser la surface de I'hydramedc des protéines matricielles et permettre
I'adhérence des cellules. D’apr@&ndow et al., 2007)

Le PDMS (PolyDiMethylSiloxane) est un second tygee substrat utilisé comme
biomatériaux pour la culture cellulaire et I'étudies forces engagées par les cellules. C’est un
elastomere tres répandu dans le domaine des miicranetechnologies. Les caractéristiques
du PDMS qui en font un substrat idéal sont: lapdicité et la reproductibilité de sa
fabrication, sa transparence compatible avec laos@opie et son élasticité. Néanmoins, le
PDMS présente une surface hydrophobe incompatidée &a culture cellulaire. Pour le
rendre biocompatible une étape de plasma oxygédneéesssaire afin d’en oxyder la surface
pour rendre compatible le greffage de protéinegiamtes et ainsi favoriser I'attachement
des cellulegFuard et al., 2008) En regle générale, les substrats de PDMS utiligés
étudier les forces cellulaires sont microstructurés surface des substrats n’est pas plane
mais recouverte de piliers de PDMS. La culture elkules sur ce type de substrat permet de
visualiser les forces exercées par les cellulesismalisant la déflexion des piliergigure
30). En mesurant la déflexion des piliers, il estgioie de remonter indirectement aux forces
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développées par les cellul¢kajzar et al.,, 2008) Ainsi, ce type de méthode a permis
d’évaluer les forces de tiraillement exercées gar dellules endothéliales au niveau des
jonctions intercellulaires a environ 120 nN. Deslil a été montré que ces forces régulent la

taille des jonctions interendothélial@gsu et al., 2010b)

Figure 30 : Utilisation de surface microstructuréegour étudier les forces cellulaires

(A) Image en microscopie électronique d’'une surfdeePDMS microstructurée de piliers.
(D’'aprés (Kajzar et al., 2008) (B) Culture de HPAECs (Human pulmonary artery
endothelial cells) sur une surface de PDMS aveiliers. Barre d’échelle 50 um. (d’aprés
(Liu et al., 2010b) (C) Représentation schématique de la déflexianpileers induite par les
forces cellulaires. D’aprégiu et al., 2010b)

B. La connexion cytosquelette / jonctions adhérerge

1. Un débat d’actualité

Les manuels de biologie cellulaire présententjbextions adhérentes comme des
complexes moléculaires a base de cadhérine, resiplessde I'adhésion intercellulaire et de
'ancrage du cytosquelette d’actine. En effet, [war partie extracellulaire, les cadhérines
initient des interactions homophiliques tandis pues queues cytoplasmiques se lient g la
caténine et a pl20 ;oFcaténine interagit avec If-caténine et finalement les filaments
d’actine s’accrochent directement a-taténine Figure 31) (Bazzoni and Dejana, 2004;
Gumbiner, 2005; Petzelbauer et al., 2000; Provoshd Rimm, 1999)

Cette vision de b-caténine, lien stable entre le complexe jonctibnae le
cytosquelette d'actine, a été remise en questigrailquelques années. En 2005, des travaux
ont montré que lorsqueokcaténine lie I'actine, cela diminue trés fortemsan affinité pour
le complexe cadhérine/caténines. De plus, la pret@himérep-caténined-caténine est
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incapable de précipiter des filaments d’actine.ré&sumé, ki-caténine ne serait pas le pont
qui assurerait I'ancrage du cytosquelette d’actiog jonctions adhérent¢¥amada et al.,
2005a) Quel serait alors le role deddtaténine ? Les travaux de I'équipe de Nelson wepb
une vision plus dynamique de la participation deckténine au complexe jonctionnel et a la
régulation du cytosquelette d’actine. Dans la ¢elld’a-caténine existe sous forme de
monomeres, d’homodiméres et d’hétérodimeres (eoced®n avec laB-caténine). Les
monomeres di-caténine se lient a [&caténine. Une fois relargués du complexe jonctggnn
les monomeres d:caténine se dimérisent et inhibent I'activité damplexe Arp2/3,
favorisant ainsi la réorganisation du cytosqueldttetine d’'un réseau branché a un réseau

d’actine sous forme de cabl@3rees et al., 2005; Hartsock and Nelson, 2008)

Cadhérine

a® - C
= .
S o Csgdn = ety

Actine

Figure 31 : Modéle décrivant la connexion entre cdtérines et cytosquelette d’actine

Les cadhérines sont a lorigine de l'adhérence hanlioue. Par leur extrémité
cytoplasmique, les cadhérines se lient a des arésnintracellulaires, notamment
caténine, qui en retour, se lie a I'a-caténine. fikesnents d’actine interagissent avea-I’
caténine. Dans ce modele datant de 2004, les dadbésont directement reliées au
cytosquelette d’actine par les caténines. D’afvéascent et al., 2004)

Depuis cette remise en question, les travaux déphient pour déterminer la nature
exacte du lien entre jonction adhérente et cytdstiee Il est certain que l'ancrage du

cytosquelette aux jonctions adhérentes est un @kemricial nécessaire aux nombreux
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remodelages que subit une jonction adhérente ars cteusa vi€Cavey and Lecuit, 2009;
Gumbiner, 2005)

2. Cytosquelette/VE-cadhérine : une relation de hae importance

Le cytosquelette d’actine joue un réle importaamsl 'adhérence intercellulaire. Pour
s’en rendre compte, il suffit d’observer les effetsgendrés par des drogues affectant la
capacité du cytosquelette a polymériser commetiachglasine D ou la latrunculine B (deux
agents induisant la dépolymérisation du cytosqteetaictine). Sous l'action de ces drogues,
'endothélium est tres fortement perturbé. La digpérisation du cytosquelette d'actine
engendre la déstabilisation des jonctions adhé&eguai@nées du laboratoire 8Waschke et
al., 2005).

Les sites d’adhésion a base de cadhérines sorgitdssou la surface cellulaire est
couplée mécaniquement au cytosquelette d’a¢iege et al., 2006) Le bénéfice pour les
cadhérines et l'actine est réciproque : alors e dites d’adhésion riche en cadhérines
influencent I'organisation du cytosquelette d’aetimtamment via di-caténing(Drees et al.,
2005; Hartsock and Nelson, 2008)l'intégrité du cytosquelette d’actine est nécassa
I'établissement de jonctions adhérentes a basadl®écnegKovacs and Yap, 2008)Cette
interdépendance entre cadhérines et cytosqueleiténg joue €également un réle important
dans l'organisation tissulaire et la morphogen@embiner, 2005; Niessen et al., 2011)
L’'ancrage du cytosquelette au complexe cadhéritérioae n’est pas essentiel a la formation
de liaisons adhésives entre cellules. Neanmoirsytesquelette doit étre ancré aux jonctions
pour transmettre les forces nécessaires aux chamemde forme de la cellule
(arrondissement au cours de la mitose par exempl®), mouvements cellulaires et a
I'établissement de la polarité cellula{@umbiner, 2005)

Plus particulierement, il existe une tres forteopdration entre VE-cadhérine et
cytosquelette d’actine dans de nombreux processlusaires :

- la formation des jonctions interendothélial@¥aschke et al., 2005)et notamment le
transport des clusters de VE-cadhérine a I'ext@rdés filopodes pour I'établissement des
premiers contacts intercellulaire@slmagro et al., 2010)

- la mécano-transduction des forces de tractiorrcérs aux contacts intercellulaires de
'endothélium (Liu et al., 2010b) et notamment la réponse cellulaire au « shearsstres
(Tzima, 2006; Tzima et al., 2005)

- la régulation de la perméabilité endothélialertparticulier au cours de la transmigration
leucocytairgLiu et al., 2010a)
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- la régulation de la prolifération cellulaire alfération des fibres de stress, la suppression des
tensions générées par I'actomyosine ou l'inhibiti@Rho conduisent a I'inhibition du signal
prolifératif initié par la VE-cadhéringNelson and Chen, 2003)

3. Quelques acteurs de cette connexion
a. L'annexine A2

L’annexine A2 appartient a la superfamille deseximes qui sont des protéines
caractérisées par leur capacité a se lier aux plotiples membranaires de maniére calcium
dépendante. L'annexine A2 est impliquée dans lésrantions membrane-membrane et
membrane-cytosquelette. Plus spécifiguement, maprxpriétés a fusionner les membranes,
elle participe a la régulation de certaines étagas transport intracellulaire comme
I'exocytose et I'endocytosgerke et al., 2005)

Les travaux réalisés au sein du laboratoire onhtréoque l'annexine A2 est un
partenaire abondant du complexe a base de VE-dadh@nalyse protéomique) et qu’elle
interagit directement avec le complexe jonctiormmélase de VE-cadhérine (détection par co-
immunoprécipitation). Cette interaction avec la ¥tthérine a été confirmée par une autre
eéquipe en 2010 : le sphingosine 1-phosphate ddweait le transport de I'annexine A2 du
compartiment cytosolique a la membrane ou elless@es a la VE-cadhéringSu et al.,
2010) La connexion entre les annexines, plus partimidient I'annexine A2, et le
cytosquelette d’actine est un fait établi et casssi ce qui lui vaut d’appartenir a la famille
des « Actin Binding Protein ¢Hayes et al., 2004; Hayes et al., 200@)es études de FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) sur dle¢eseco-exprimant de I'annexine A2-
CFP et de l'actine-YFP ont montré un transfert digre entre les deux molécules dans le
cytoplasme et les protrusions membranaires, suggére interaction directe entre les deux
moléculegHayes et al., 2006)

En s’associant avec la VE-cadhérine des jonctiadisérentes et le cytosquelette
d’actine corticale, 'annexine A2 maintient la VBehérine au niveau des jonctions
intercellulaires. En effet, il semblerait que I'&xme A2, présente au niveau des radeaux de
cholestérol, arrime a la fois le complexe a bas¥Beadhérine et le cytosquelette d’actine,
renforcant ainsi les jonctions adhérentes matuias tpis cellulaire confluentHgure 32)
(Heyraud et al., 2008)
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Figure 32 : Mécanisme potentiel de stabilisation dia VE-cadhérine par I'annexine A2

Les jonctions adhérentes sont immatures et pewigssoau cytosquelette d’actine lorsque les
cellules HUVECs ne sont pas confluentes. Le congpéekase de VE-cadhérine est alors libre
de bouger latéralement dans la membrane. En regampland les cellules atteignent la

confluence et que les jonctions adhérentes sontresatle complexe annexine A2/pll,

accumulé sous la membrane au niveau des radeachotkstérol, s'associe au complexe a
base de VE-cadhérine. De cette maniere, I'annefihgrocure un lien entre le complexe

VE-cadhérine/caténines et le cytosquelette d’acthestabilise les jonctions adhérentes.
D’aprés(Heyraud et al., 2008)

b. La myosine X

La myosine X, comme son nom l'indique, appartima famille des myosines. Avec
les dynéines et les kinésines, les myosines sanpidéines motrices. Alors que les dynéines
et les kinésines se déplacent sur les microtubldssmyosines se meuvent le long des
filaments d’actine. En effet, ces protéines possede domaine moteur tres conservé localisé
sur I'extrémité Terminale qui leur permet d’hydredy I'ATP pour générer des forces. La
myosine X est une myosine non conventionnelle qusspde une dizaine de domaines
d’interactions potentielles avec des protéines wecdes membrane@Berg et al., 2000)
(Figure 33 A).
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Figure 33: Myosine X, structure et fonction

(A) Modeéle de dimérisation de deux molécules de sm@ X par interaction des domaines
superhélicoidaux. Ce modele propose égalementateaides fonctionnels : domaine moteur
(déplacement sur les filaments d’actine), motifs (pliqués dans la liaison a la
calmoduline), domaines PH (Plekstrin Homology), licgiion dans la signalisation par le
phophoinositide et/ou les interactions protéinggine), domaine MyTH4 (Myosin Tall
Homology 4, potentiellement domaine régulateur amaine cible présent dans d’autres
moteurs moléculaires comme les kinésines), donfeiiiRM (band 4.1/Ezrin/Moesin/Radixin,
impliqué dans I'ancrage a la membrane), motifs PE8®tifs riches en proline, glutamate,
sérine et thréonine, cibles probables pour le gbvarotéolytique). D’apregBerg et al.,
2000) (B) Représentation schématique des mouvementglutters de VE-cadhérine
transportés par la myosine X dans les filopodesnlyamsine X se lie a l'actine par son
domaine moteur et au complexe VE-cadhérine/caténuie son domaine FERM. Par
conséquent, les clusters de VE-cadhérines se a@éplaers la pointe (700 nm.s-1) ou vers
I'arriere des filopodes (30 nm.s-1). D’ap{@dmagro et al., 2010)

La myosine X utilise sa fonction motrice pour spldcer sur les filaments d’actine
intrafilopodiaux(Berg and Cheney, 2002) Elle possede une fonction cargo qui lui permet
de transporter les intégrines, en se liant a leusInitép, ainsi que le complexe nucléateur
de l'actine Mena/VASRTokuo and lkebe, 2004; Zhang et al., 2004De plus, il a été
montré que la myosine X favorise la formation diégpbddes : alors que sa surexpression
stimule la croissance des filopodes la diminutiensdn expression entrave en revanche leur
formation(Bohil et al., 2006)

Des travaux réalisés au laboratoire ont confiringplication de la myosine X dans la
formation des filopodes. Les filopodes sont desorégriches en myosine X et en actine
(Berg et al., 2000)qui initient les mécanismes de réparation de bBénélium en permettant
la re-formation des jonctions adhérentes. En s@agsba la myosine X, la VE-cadhérine est

s za4

transportée le long des filopodes. En effet, it@atabli par voie biochimique et observation
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en vidéomicroscopie que la myosine X gouverne lesivements des « clusters » de VE-
cadhérine le long des filopoddsdure 33 B) (Annexe) (Almagro et al., 2010) D’autre part,

il a également été montré que la myosine X s’adasélectivement aux cébles d’actine
réticulés par la fascine. Le module responsableette sélectivité est la queue de la myosine
X. En effet, en introduisant une flexibilité suppiéntaire a la queue de la myosine X, celle-ci
devient incapable d’identifier les cables d'actnégiculés par la fascin@Nagy and Rock,
2010) Les résultats mettent en évidence un nouveau iderda la queue de la myosine X qui
positionnent les tétes de myosine X de maniérewsatégour reconnaitre les cables d’actine
qui dirigent les flux de myosine X et de ses paies, comme la VE-cadhérine, a la pointe
des filopodegNagy et al., 2008; Nagy and Rock, 2010)

c. Les autres partenaires

Comme nous l'avons présenté précédemment, la gmmeentre complexe
cadhérine/caténine et cytosquelette d’actine rpastune connexion stable et figée contrdlée
par l'a-caténing(Drees et al., 2005)D’ailleurs, il est a présent établi que-Eaténine n’est
pas essentielle a la stabilité de la E-cadhérinesftet, il a été montré, que suite a I'extinction
de l'a-caténine dans des embryons de drosophile, sulsistepool » d’actine qui se localise
aux jonctions adhérentes et les stabilise indépanut de ki-caténingCavey et al., 2008)

La question se pose alors de savoir quelle(s) ipe(® est(sont) responsable(s) de I'ancrage
du cytosquelette d’actine au niveau des jonctiat®eentes ?

A ce sujet, la littérature propose de nombreuxiatédrs qui agiraient en ce sens. En
effet, beaucoup d’« Actin Binding Protein », commaevinculine (Watabe-Uchida et al.,
1998a) I' a-actinine(Knudsen et al., 1995; Nieset et al., 19971a formine(Zigmond, 2004)
Z0O-1 (Imamura et al., 1999a)et Ajuba(Marie et al., 2003) sont capables d’interagir avec
I' a-caténine et fournissent un lien potentiel entnaglexe adhérent et cytosquelette d’actine.
Dailleurs, il a été montré que la vinculine et By en s’associant directement avec I
caténine, participent a I'ancrage du complexe Hiédde/caténines au cytosquelette d’actine
corticale dans les cellules épithélial@darie et al., 2003; Watabe-Uchida et al., 1998a)
Une autre possibilité & évoquer pour expliquerdie entre cytosquelette et jonction adhérente
est I'existence de protéines qui établissent desmexions indépendamment de-taténine.
On peut ici de nouveau mentionner la vinculine. dtfet, celle-ci est également capable
d’interagir avec Ig3-caténine et de stabiliser la E-cadhérine a laasertellulairgHazan et
al., 1997; Peng et al.,, 2009)Des expériences d’imagerie ont également révéléng

accumulation de vinculine coincide avec les sitadlesion intercellulaires riches en actine.
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Ces travaux suggerent également que la vinculimse@udaire le lien entre complexe adhésif
et cytosquelette d’actine au cours du processumé@Eano-transduction initié par les forces
intracellulaireqle Duc et al., 201Q)

On peut ici conclure a I'existence de multiplesmexions entre complexe adhérent et
cytosquelette d’actine, que ce soit via ou indépemdent de b-caténine. La jonction
adhérente est une structure dynamique dont la csitigpo varie en fonction des stimuli
environnementaux, de son degré de maturité et dabdité. C’est sans aucun doute cette
multiplicité des acteurs de la connexion entre flomcadhérente et cytosquelette d’actine qui
explique le caractere dynamique des jonctionsaetkdaires. La plupart des études ont porté
sur la E-cadhérine et il serait bon de s’intéresger liens entre les autres cadhérines et le

cytosquelette d’actine.
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|. EPLIN a linterface entre complexe adhérent et gtosquelette

d'actine
A. Contexte de I'étude

Au cours de ces derniéres années le mécanismeragndes jonctions adhérentes au
cytosquelette d’actine a été tres etudié. Commewyaans le paragraphe Ill.B 1. Un débat
d’actualité, plusieurs études ont démontré quecditénine ne pouvait a elle seule ancrer le
complexe jonctionnel au cytosquelette d’actine.l&uoratoire, les travaux de S.Heyraud sur
'analyse protéomique des différents partenairegmoounoprécipités avec la VE-cadhérine
ont mis en évidence de nombreuses protéines deri@ I'actine. Ces résultats laissaient déja
entrevoir la multiplicité des liens pouvant existetre le complexe a base de VE-cadhérine et
le cytosquelette d’actine. Parmi toutes les « A8limding Protein » identifiées se trouvaient
notamment les annexines, les myosines et les ERMin(Rdixin/Moesin). Les données
acquises aux laboratoires par S.Heyraud et S.Alnaigr permis de mettre en évidence deux
types de connexions entre le cytosquelette d’aetine complexe a base de VE-cadhérine : la
mysoine X intervient aux temps précoces de I'élatbon des jonctions en transportant la VE-
cadhérine le long des filopodes (cf. IIl.B.3.b. ingyosine X et Annexe) alors que I'annexine
A2 intervient lorsque les jonctions adhérentes smattures pour arrimer le complexe
jonctionnel aux radeaux de cholestérol (cf. lll.A.3d’annexine A2)Almagro et al., 2010;
Heyraud et al., 2008) Concernant EPLIN, bien que non identifiée au sade I'analyse
protéomique des partenaires de la VE-cadhérine enandaboratoire, elle fut identifiée au
cours de l'analyse protéomique des partenairesodeaténine par I'équipe de Takeichi. Ce
dernier a également montré qu’EPLIN établit un liemre le complexe E-cadhérife/
caténine et le cytosquelette d’actide and Takeichi, 2008) Cette étude ayant piqué notre

curiosité, nous nous sommes intéresses de plusmetse nouvelle protéine.
1. Bref historique de la protéine

A ce jour, seulement 21 publications ont traitEBPLIN (Epithelial Protein Lost in
Neoplasm). L’histoire d’EPLIN commence en 1998 dues Chang et ses collaborateurs
réalisent une analyse des génes différentiellenegptimés dans une lignée épithéliale
normale versus cette méme lignée immortaliséeegppapilloma virus humaifChang et al.,
1998) Par la suite, I'équipe de Chang s’est focalisée s8n gene en particulier,

préférentiellement exprimé dans la lignée normaldaat EPLIN. Cette protéine posséde un
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domaine LIM d’interaction protéine-protéine qui lpérmet de se dimériser ou d’interagir
avec d'autres partenaires protéiqud4aul et al.,, 2003) L’analyse du géene a conclut a
I'existence d'une seule copie du gene codant dsofoimes, appelées et B, suggérant
l'existence d’'un épissage alternatif. Sur les Zhées de cellules cancéreuses testées, 20
d’entre elles expriment tres faiblement l'isoforme’EPLIN. C’est pourquoi le produit de ce
géne porte le nom d’EPLIN (Epithelial Protein Last Neoplasm) : protéine épithéliale
perdue dans les néoplasnitaul and Chang, 1999)

L’équipe de Chang a démontré I'existence de dearmpteurs distincts pour les deux
isoformes qui peuvent étre régulées I'une indépamaent de I'autrgChen et al., 2000)
Une étude récente a méme montré que la transerigtiEePLIN o est régulée par la voie de
signalisation actine/MAL/SRF. L’'actine G monomémqaontrble I'activité du facteur de
transcription SRF (Serum Response Factor) en farmarcomplexe répressif avec ses co-
activateurs MAL/MRTF. Aprées induction du signal,de-activateur MAL/MRTF est relargué
du complexe répressif, se lie au facteur de trgtsmn SRF et active I'expression des génes
cibles. A l'inverse, lisoforme d’EPLIN demeure non affecté par la voie de sigradion
actine/MAL/SRHKLeitner et al., 2010)

Enfin, la comparaison des séquences du gene EBh&Y I'hnumain, la souris et le
poisson zeébre a mis en évidence les zones de diveget les domaines fortement conserveés
facilitant ainsi les études structure-fonction dée protéinMaul et al., 2001)

Les premiéres investigations sur la fonction d’B¥dans les cellules ont porté sur la
distribution subcellulaire de 'EPLIN endogéne. logalisation des deux isoformes reflete
I'organisation des fibres d’actine. De plus, biarecela n’ait jamais été fermement établi,
plusieurs auteurs mentionnent la présence d’EPLINieeau des plagues d’adhérence focale
(données publiées mais non fermement démon{iasal and Chang, 1999; Maul et al.,
2003). Une autre équipe décrit une intensification dargquage paxilline aprés surexpression
d’EPLIN suggérant un role potentiel d’EPLIN dans fgaques d’adhérence foca{&anders
et al., 2010) Des études biochimiques ont révélé trois progsi@nportantes de cette protéine
vis-a-vis de l'actine. Premierement, la moléculERLIN comprend deux sites d’interaction
pour l'actine situés de part et d’autre du domdihd, ce qui lui vaut d’étre cataloguée
comme une « actin binding protein ». Elle est des glapable de réticuler et d'assembler les
filaments d’actine. Deuxiemement, EPLIN stabiligs ffilaments d’actinen vitro. Enfin,
EPLIN inhibe la nucléation de I'actine via le comypd Arp2/3(Maul et al., 2003) Ces
différentes propriétés liees a l'actine ont valuERLIN d’étre étudiée dans différents

processus mettant en jeu un remaniement du cytlestpue’actine comme au cours de la
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cytokinése, la migration et la motilité cellulaiet les jonctions intercellulaire@®be and
Takeichi, 2008; Chircop et al., 2009; Han et al.,@D7; Jiang et al., 2008)Les tout derniers
travaux publiés sur EPLIN font état du réle joué lga« pool » d’EPLIN liée a d-caténine
dans le processus de remodelage des jonctiongkglitls. En effet, les cellules épithéliales
remodelent l'architecture de leurs jonctions enonige a des forces mécaniques. Il a été
montré que le recrutement d’EPLIN aux jonctionsédhtes épithéliales serait conditionné
par I'état des tensions environnanf€aguchi et al., 2011)

2. Structure d’EPLIN

EPLIN existe sous deux isoformaset 3 de poids moléculaires théoriques de 67 et
85kDa respectivemenFigure 34). L’isoforme 3 I’EPLIN (760 acides aminés) posséde une
extension N-Terminale de 160 acides aminés maie rdsntique a l'isoforme (600 acides
aminés) pour le resi@aul and Chang, 1999) Le seul domaine repérable dans la séquence
en acides aminés est un domaine central LIM deéSdlus, dont le réle serait de permettre a

EPLIN de se dimériser ou de s’associer avec d'aygretéinegMaul et al., 2003)

N-terminal C-Terminal
EPLIN a C XX ] 65 kDa
0 i i 600;aa
EPLIN B ( X XX ) 87kDa
0 160 - ; 760aa
Extension . Domaine de liaison Dlomainle Domaine de liaison I
N-terminale a l’actine LIM a l’actine

Figure 34 : Représentation schématique de la strugte d’EPLIN

Représentation des deux isoforme®t f d’EPLIN et de leur domaines fonctionnels : un
domaine LIM de 54 résidus d’interaction protéinefpme, deux domaines connus pour se
lier a I'actine et une extension N-Terminale de &6@les aminés pour I'isofornfe D’apres
(Maul and Chang, 1999; Maul et al., 2003)
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Des tests d'interaction sur protéines purifiees @é@montré I'existence d’au moins
deux domaines de liaison a I'actine situés de gad’autre du domaine LIM. En effet, les
constructions tronquées d’EPLIN contenant seuledeettbmaine N- ou C-Terminal fusionné
a la GST sont capables de lier I'actine monomérigependant de maniére moins efficace
que la protéine EPLIN entiére. Le domaine LIM seul, quant a lui, estapable de lier
I'actine (Maul et al., 2003)

Par ailleurs, les deux isoformeset 3 d’EPLIN interagissent avecd-caténine. La
délétion du domaine LIM n’empéche pas linteractiBPLIN/a-caténine. En revanche,
'ablation de I'extrémité N- ou C-Terminale I'abplisuggérant que ces deux régions sont

nécessaires a l'interaction EPLtiNEaténing/Abe and Takeichi, 2008)

3. Implication ’EPLIN dans la dynamique des contats intercellulaires

et 'angiogenése

Comme mentionné précédemment, le lien entre cehét cytosquelette d’actine fait
encore débat. Cette question est pourtant au cesuthdmatiques de notre équipe. Dans une
publication récente, I'équipe de Takeichi s’estéiessé au meécanisme qui permet au
complexe cadhérine-caténine de coopérer avec rd@actfin d'élaborer les structures
jonctionnelles adhérentes. EPLIN a été identifiéemme ce lien manquant. Cette équipe a
ainsi démontré qu’'EPLIN se lie aufcaténine, associant le complgkeaténine/E-cadhérine
au cytosquelette d’actine ce qui aboutit a la 8&ation des fibres d’actine qui forment la
ceinture d’adhérence. Ceci montre bien quechténine soutient la fonction adhésive de la E-
cadhérine en ancrant les clusters de E-cadhéringtasquelette d’actin@Abe and Takeichi,
2008) Dans sa revue, Vestweber souligne qu’il sergitartant de s’intéresser d’'une part a la
fonction d’'EPLIN au sein des cellules endothéli@ede rechercher d’autre part de nouvelles
protéines capables de relier le complexe jonctibanecytosquelette d’actin@/estweber et
al., 2009) C’est pourquoi, nous avons spécifiquement pastéerattention sur EPLIN afin de

déterminer son rble au sein de I'endothélium vasoul

B. Principaux résultats: article
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ENDOTHELIAL CELLS AND IN VITRO STABILIZES THE
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Running title: Stabilization of in vitro vascular capillary network by EPLIN

Adherens junctions are required pull-down experiments provided evidence
for vascular endothelium integrity. that EPLIN interacts directly with a-catenin
These structures are formed by the and tethers VE-cadherin-catenin complex to
clustering of the homophilic adhesive the actin cytoskeleton. In absence of EPLIN,
protein VE-cadherin, which recruits vinculin was delocalized from the junctions.
intracellular partners, such asf and a- Furthermore, suppression of actomyosin
catenins, vinculin and actin filaments. tension using blebbistatin triggered a
The prevailing dogma according to similar vinculin delocalization from the
which a-catenin bridges cadhering- junctions. In Matrigel assay, EPLIN-
catenin complexes to the actin depleted endothelial cells exhibited a
cytoskeleton has been challenged during reduced capacity to form pseudo-capillary
the past few years and the link between networks because of numerous breakage
the VE-cadherin-catenin complex and events. In conclusion, we propose a model in
the actin cytoskeleton remains unclear. Which the EPLIN link between the
Recently, EPLIN (Epithelial Protein cadherin-catenin complex and actin is
Lost In Neoplasm) has been proposed as independent of actomyosin tension, but acts
a possible bond between the E-cadherin- as a mechanotransmitter allowing vinculin
catenin complex and actin in epithelial binding to a-catenin and formation of a
cells. Herein, we show that EPLIN is secondary molecular link between the
expressed at similar levels in endothelial adherens complex and the cytoskeleton
and epithelial cells and is located at through vinculin. In addition, we provide
interendothelial junctions in confluent evidence that the EPLIN clutch is necessary
cells. Co-immunoprecipitation and GST-
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for stabilization of capillary structures

The endothelium forms a semi-
permeable barrier regulating the passage
of macromolecules and circulating cells
between blood and tissues. Historically
viewed as a passive vascular lining,
vascular endothelium is instead a dynamic
tissue submitted to a continuous
remodelling required for physiological and
pathological processes such as wound
healing and angiogenesid-2). Barrier
function of the endothelium is in large part
regulated by adherens junctions. These
adherens  junctions  comprise  the
transmembrane adhesive receptor VE-
cadherin (VE-cad) that is the main protein
involved in homophilic/ homotypic cell-
to-cell adhesiori3)-(4).

VE-cad recruits intracellular
partners that establish specific links with
the actin cytoskeleton and, consequently,
stabilize the interendothelial junctions).(

As its epithelial homolog E-cadherin, VE-
cad directly interacts with intracelluldr
and y-catenins which in turn bindo-
catenin. Until recently, it was widely
accepted that a-catenin strengthens
cadherin-mediated adhesion by promoting
anchorage to actin cytoskeleton. A few
years ago, this concept was challenged by
studies demonstrating thai-catenin is
unable to bind simultaneous|g-catenin
and actin (6)-(7). However it is still
accepted that the lack of catenin
association to F-actin  destabilizes
cadherin-mediated cell adhesion.

The question of the links between
the cadherin complex and actin
cytoskeleton is more complex than
previously envisioned sinog-catenin is a
multimodular molecule that undergoes,
under the action of mechanical strengths,
conformational changes unmasking cryptic
ligand binding sites. Thus, while the N-
terminal domain of a-catenin remains
accessible for interacting with[3/y-
catenins, its central domain recruits
vinculin and probably a-actinin (8)
through force-dependent changes of its
conformation(9). These data support the
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in an angogenesis model.

notion that a-catenin is a tension
transducer(9) and led to the concept that
intermediate proteins bridge-catenin to
actin cytoskeletoi(10).

Interestingly, a recent study
identified a novel protein that is able to
bind both a-catenin and actin filaments.
This protein called EPLIN (Epithelial
protein lost in Neoplasm) also known as
Lima-1 was first identified as the product
of a gene differentially expressed in
normal and cancer cellsl1Y). Two
isoforms of EPLIN, designated as EPkIN
and EPLINS are generated from this gene
by two distinct promoters(12). The
sequences of these two isoforms differ by
the addition of a 160 amino acid extension
at the N-terminus of the isoform.

EPLIN belongs to the family of
LIM domain proteins as it contains a
centrally located LIM domain known to
form two closely packed zinc-binding
subdomains (13). Additionally, EPLIN
exhibits two functional acting binding
sites, one on each side of the centrally
located LIM domain, that give it the
ability to cross-link and bundle actin
filaments (14). In vitro, EPLIN stabilizes
actin filaments by preventing their
depolymerisation and blocks the formation
of branched filaments by inhibiting actin
nucleation by Arp2/314). Based on these
properties, EPLIN appears implicated in
different actin-related processes such as
cell motility and migration, cytokinesis
and intercellular junctiong15-16), (17),
(18). Subsequernih vivo studies confirmed
the down-regulation of EPLIN in a
number of human epithelial cancer cells
and tissues suggesting that the loss of
EPLINo. could contribute to the
transformed phenotype. This indicates that
EPLIN may act as a tumour suppressor
(15).

In the endothelium, the presence of
EPLIN is questionable since EPLdN
transcript was previously shown to be
undetectable in  Human  Umbilical
Vascular Endothelial cells (HUVEC) by



RT-PCR (15) while EPLINa protein was
faintly detected in primary aortic
endothelial cells (12). In the present
manuscript, we provide evidence that
EPLIN is expressed at the mRNA and
protein levels in HUVECs. In confluent
endothelial cell monolayers, EPLIN
appeared distributed along the actin
cortical ring where it colocalized witti-
catenin. Since EPLIN was found in
epithelial cells to bridge E-cadherin-
catenin complex to F-actin via-catenin,
we tested whether EPLIN has the same
interactants in endothelial cells as in
epithelial cells. By immunoprecipitation
and GST-pull-down experiments, we
showed that EPLIN directly interacted
with a-catenin anchored to the VE-cdg-
catenin complex thus providing a possible
link with the actin cytoskeleton. We have
also explored the impact of EPLIN
depletion on endothelial cell behaviour.
We observed that EPLIN down-regulation
by siRNA did not modify HUVEC
proliferation, adhesion and migration.
Nevertheless, our immunofluorescence
analyses showed that the cortical actin ring

Experimental Procedures
Reagents and antibodi€debbistatin
(Calbiochem) was prepared as a 50 mM
stock in dimethylsulphoxide (DMSQO) and
used at 5 to 50 uM. The monoclonal anti-
EPLIN (BD Biosciences and Santa Cruz
Laboratories), anfg-tubulin (Sigma), anti-
actin (Sigma), anti-VE-cad (BV9)19)
(20), anti-vinculin (7F9, Santa Cruz
Laboratories) and anfi-catenin (BD
Biosciences) antibodies and the polyclonal
rabbit antie-catenin (Sigma), goat anti-
VE-cadherin (C19, Santa Cruz
Laboratories) and rabbit anti-EPLIN
(Bethyl Laboratories) antibodies were
used in Western blot, immunoprecipitation
and immunofluorescence experiments.
The secondary Cy3-conjugated anti-mouse
antibody and the secondary HRP-
conjugated antibodies were from Jackson
Immunoresearch Laboratories while the
secondary Alexa 488-conjugated anti-
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is dramatically disturbed in EPLIN-
silenced HUVECs. Similarly, we noted
that EPLIN is necessary for the
recruitment of vinculin at endothelial cell-
cell junctions. Vinculin and EPLIN are
both directa-catenin partners. We showed
that vinculin accumulation at cell-cell
junctions requires myosin-1l  activity
whereas EPLIN is recruited independently
of myosin-lIl contractility. From these
observations, we proposed that EPLIN
operates as a tension transmitter at
endothelial cell-cell junctions. In addition,
the behaviour of HUVECs is strongly
affected by the abrogation of EPLIN
expression inin vitro angiogenesis. On
Matrigel matrix, EPLIN depletion
promoted the rapid regression of the
vascular capillary network that exhibited
excessive fragility. Our data support the
notion that EPLIN, by connecting the VE-
cad-catenin complex to the actin cortical
ring and by promoting vinculin junctional
recruitment, reinforces the cohesion of
cell-cell junctions that become more
resistant to the strengths generated by the
vascular network.

rabbit and anti-goat, Alexa 568-conjugated
anti-mouse antibodies and the Alexa 633-
and Alexa 647- conjugated Phalloidin
were from Invitrogen. siRNAs specific for
human EPLIN (18) and control siRNA
were obtained from Invitrogen.

cDNA constructs and protein expression in
E. coli-A cDNA fragment encoding the
full length sequence of human EPILIN
was produced by polymerase chain
reaction (PCR) using the clone
IRATp970H10110D (ImaGenes) as a
template and the following pair of
oligonucleotide primers: forward: 5'-
GCAGGATCCATGGAAAATTGTCT-3
and reverse: 5'-
TGCGGTACCTCACTCTTCATCCT-3.
After digestion with BamHI and Kpnl, the
PCR fragment was inserted into the
plasmid pQE30 (Qiagen) to elaborate the
vector pQE30-EPLIN coding for human



EPLINa fused with an N-terminus His
(His-EPLIN)(68.5 kDa). Similarly, a
cDNA fragment encoding the full length
sequence of humana-catenin  was
produced by polymerase chain reaction
(PCR) using the clone IRATp970B0778D
(ImaGenes) as a template and the
following pair of oligonucleotide primers:
forward: 5'- GCAACTAGTATG
ACTTCGGCAAC-3' and reverse: 5'-
TGCAAGCTTCTAGAAGGAATCCATT
GC-3'. After digestion with Spel and
Hindlll, the PCR fragment was inserted
into the plasmid pET41lc (Novagen) to
elaborate the vector pET4becatenin
coding for humaru-catenin fused with an
N-terminus GST (GSTcatenin)(126.5
kDa). Prior to the expression of the
proteins, the cDNA constructs were
sequenced to verify that no mutation has
arisen during PCR.

To produce His-EPLIN, GS®-
catenin and GST proteins, the. coli
BL21 RIL or BL21-DE3 strains
(Stratagene) were transformed with the
plasmids pQE30-EPLI, pET41ce-
catenin and pET41c, respectively. When
the absorbance of the cultures reached 0.6-
0.7 at 600 nm, the production of His-
EPLIN, GSTa-catenin and GST proteins
was induced by respectively adding to
bacterial cultures 0,5 mM, 1 mM or 10 uM
IPTG and was completed within 3 hours.
After a 20 min centrifugation at 5000 rpm,
bacteria were collected and resuspended in
sonication buffer [50 mM Tris, pH 8, 150
mM NaCl, 6 mM of the reducing agent
Tris(2-carboxyethyl) phosphine (TCEP)].
Following sonication, the three
recombinant proteins were soluble.
Consequently, after a 30 min sonicated
lysate centrifugation at 14 000 rpm, pellets
were discarded and the supernatants were
collected prior to be loaded onto
glutathione-Sepharose  columns  (GE
HealthCare) for GST+catenin and GST
or on a Nickel-chelating column (Qiagen)
for His-EPLIN. The recombinant proteins
were eluted from the affinity columns
according to the manufacturer’protocols.

104

The plasmid encoding for VE-Cad-
GFP was previously describé€zil).
RNA extraction and analysiBetal RNA
was extracted from HUVEC using the
Nucleospin® RNA 1l kit (Macherey-
Nagel). cDNAs were generated by reverse
transcription using the Super Script first
strand synthesis system (Invitrogen) under
conditions  recommended by the
manufacturer. RT-PCR was performed
with the equivalent of 20 ng reverse-
transcribed RNA using the AccuPrime™
Tag DNA polymerase (Invitrogen)
according to the parameters given in
Table 1l .The oligonucleotide primers
used are listed imable I. Specific VE-
cad, EPLIN and Hypoxanthine
PhosphoRibosyTransferase (HPRT) PCR
products were visualized by ethidium
bromide staining.
Cell culture and transfectio@ulture
conditions for Caco2, MDCK, Eahy926
(EAHY) and hCMEC/D3 (HCMEC)22)
cell lines and for HUVEC are summed up
in Table 1. oMEM, DMEM, non
essential amino acids and Low Serum
Growth Supplement (LSGS) were from
Invitrogen. Fcetal Calf Serum (FCS),
EBM-2, EGM-2 SingleQuots were from
Lonza and the Antibiotic-Antimycotic
solution (ATAM) from PAA Laboratories.
HUVECs were transfected using
nucleofection (Amaxa Biosystems)
according to the manufacturer’s protocol.
Briefly, the day before transfection, cells
were seeded at a density ranging 30 000
cells/cnf in EBM-2 medium
supplemented with EGM-2 SingleQuots.
For each siRNA transfection, 2°1@ells
were harvested using Reagent Pack
(Cambrex) and pelleted by centrifugation
(6 minutes at 1000 rpm) prior to be
resuspended in 100 pl of Nucleofector®
solution, mixed with 6 pl of SIRNA at 20
MM and subjected to nucleofection.
siRNA-transfected cells were used at 24h
or 48h after transfection.

For FRAP experiments, HUVECs
were simultaneously transfected with the



plasmid coding VE-cad-GFP and siRNA
using the nucleofection method.

Cell lysis and Western-blot analysis-
HUVEC monolayers were rinsed in €a
Mg?*-containing PBS and resuspended in
lysis buffer [50 mM Tris HCI pH 7.5, 150
mM NaCl, 1% NP 40, 0.25% sodium
deoxycholate, 1 mM EDTA, 10%
glycerol, 5 pg/ml Leupeptine, 2 pg/ml
Aprotinine, 2 mM PMSF and 1 mM
Na3VvO4] as previously described for
epithelial cells (18). Cell lysates were
collected and centrifuged at 150009 for 10
min at 4°C. Protein concentration in cell
lysates was determined with a Micro-BCA
kit (Pierce) using BSA as a standard.
Protein extracts were resolved in MOPS
buffer (Biorad) on pre-cast CriteriBA XT
4-12 % gradient Bis-Tris gels (BioRad)
under reducing conditions and electro-
transferred onto Immobilon®-P transfer
membrane (Millipore). After a blocking
step with 5% non fat dry milk, proteins
were detected by specific primary
antibodies as specified and the appropriate
horseradish-peroxydase-conjugated goat

anti-mouse or goat anti rabbit
immunoglobulins (Jackson
ImmunoResearch). When mentioned,
signal was quantified using ImageJ
software.

Immunoprecipitation experimengsmg of
total lysates were precleared on Protein A-
(Sigma) or Protein G-Sepharose (Sigma)

beads for immunoprecipitation
experiments performed either with
polyclonal or monoclonal antibodies,

respectively. Precleared lysates were then
incubated with 6 pug of specific antibody
or non immune IgG at 4°C for 2h under
agitation. Beads were then added for
additional 2h at 4°C under agitation and
washed three times in washing buffer [50
mM Tris HCI ph 7.5, 150 mM NaCl, 1%
NP 40 and 10% glycerol] prior to be
resuspended in Laemmli buffer. After
bead centrifugation, supernatants were
then analysed on pre-cast CritefidnXT
4-12 % gradient Bis-Tris gels (BioRad).
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Subcellular fractionatioMembrane and
cytosolic fractions were separated from
HUVEC lysates by ultracentrifugation as
previously describe(P3).
Calcium switch experimentsUVECS,
grown in EBM-2 supplemented with
EGM-2 SingleQuots (Clonetics) until
confluency, were rinsed with &a Mg?*-
free PBS and incubated in complete EBM-
2 medium with 2mM EGTA for 36 hours
prior to be switched back to complete
EBM-2 medium for the indicated time.
Immunofluorescence MiCroscopg¥
immunostaining, cells cultured on glass
coverslips were rinsed several times in
Cc&*-, Mg**-containing PBS, fixed for 10
minutes at 37°C in 4% PFA and
permeabilized in 4% PFA containing 0,5%
Triton-X100 for 5 minutes at room
temperature. After a blocking step in 2%
BSA, cells were incubated with the
primary antibody for one hour and
subsequently with the appropriate
secondary antibody for 45 minutes.
Nucleus was stained with Hoechst dye
prior coverslip mounting on slide using
FluorSavé" Reagent (Calbiochem). An
Axioplan 2 microscope (Zeiss) equipped
with a x100 or x50 objective was used for
cells observation. Images were captured
with an AxioCAm MR camera using
Axiovision software. When specified,
images were acquired using a confocal
microscope TCS-SP2 (Leica) with a X
63/1.4 objective.
Pull-down assay§or GST-pull-down
assays, 50 ul of glutathione-beads coupled
with  GST or GSTe-catenin were
incubated overnight at 4°C with 50 pl of
His-EPLIN in presence of 2% BSA
(Bovine Serum Albumin) or 2 mg of
HUVEC total lysate. After three washing
steps with Tris 50 mM, NaCl 150 mM,
proteins were eluted with 10 mM
glutathion and analyzed on 4-12% gradient
gel.

Immunofluorescent staining of VE-
Cad, EPLIN anda-catenin in matrigel
matrix was performed following in-gel
fixation and permeabilization of tubules



using PBS containing 0.5% Triton X100
and 4% paraformaldehyde.

In vitro proliferation assay-Proliferation
assays were performed using 96 well
plates pre-coated overnight with 7 pg/mi
fibronectin and blocked with PBS-BSA
2% for 2 hours. 24 h after siRNA
transfection, HUVECs were seeded at a
density of 15 000 cells/well using 8 wells
per condition. After 24 and 48 h
incubation times, cells were fixed by
adding 150 mM NaCl-containing Percoll
(100 pl/well) and 10% glutaraldehyde-
containing Percoll (50 pl/well). Cells were
rinsed in PBS before staining with
0,1%(wl/v) crystal violet. After extensive
washing, coloured cells were lysed in
0,2% Triton X100. Cell density was
guantified by measuring absorbance of the
resulting solutions at 560 nm using a
BioRad microplate reader.

In vitro adhesion assagellular adhesion
was assessed using 96 well plates pre-
coated overnight with 0, 2.5, 5 and 10
pg/ml of fibronectin. HUVECs were then
seeded in serum-free medium at a density
of 30000 cells/well and incubated 15
minutes at 37°C to allow cell-matrix
adhesion. An extensive and vigorous
washing step with PBS was performed to
remove non adherent cells. As for
proliferation assay, cells were fixed in 150
mM NaCl-containing Percoll and 10%
glutaraldehyde-containing Percoll, rinsed
in PBS before staining with 0,1%(w/v)
crystal violet. Coloured cells were lysed in
0,2% Triton X100 and cell density was
guantified by measuring absorbance of the
resulting solutions at 560 nm using a
BioRad microplate reader.

In vitro wounding migration assa34h
after cell seeding in 2 well-Labtek (Nunc),
siRNA control and siRNA EPLIN-treated
HUVEC monolayers were scratched with
a tip to obtain a linear wound. Reclosure
of the wound was monitored by time lapse
microscopy under low magnification (4X)
until cells reconstituted homogenous
monolayers. Distances covered by the
migration fronts were measured at 20
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different points along the wound using
ImageJ software.

In vitro tubule formation assaVyhe
angiogenic impact of EPLIN extinction
was assessed using Matrigel angiogenesis
assay. 50 pl/cfof Matrigel were plated
into 2 wells Labtek (Nunc) and maintained
at 37°C for 30 minutes to induce gel
polymerization. Then, 50 000 cells/gm
counted with the Scepter Handheld
automated Cell Counter (catalog #
PHCCO00000, Millipore), were seeded onto
the Matrigel layer. Formation of tubes was
visualized by time lapse microscopy under
low magnification (4X) for 26h. Total
length of vascular capillary network was
guantified using the ImageJ software.
FRAP  experimentsor VE-cad-GFP
FRAP and spot tracking, images were
acquired using a Zeiss Confocor
microscope equipped of a plan apochromat
100x oil objective (numerical apperture of
1.4). Photobeaching was performed using
the 488 nm line of an Argon laser. The
size of the spot was 0.8 jinfFluorescence
recovery was then recorded every 3 s
during 150 s over regions of interest (ROI)
of 180x100 pixels (9 x 3.6 A centered
on the spot and oriented parallel to the
adherens junctions. Lateral movements of
the junctions were compensated using
Stackreg plugin of ImageJ software. Using
ImageJ software, the bleached intensity
was calculated as the mean intensity in a
0.8 unf disk, centered on the bleach spot.
This intensity was then normalized by the
mean intensity of the whole ROI,
excluding a 2.54 pmcircular region
centered on the bleached spot. The
normalized intensity of the 2 prebleached
time points were averaged to obtain a
prebleached intensity reference. The time
points were then expressed as a percentage
of the prebleached intensity.
Normalization by the mean intensity of the
adherent junction, excluded of the bleach
spot (24), was also tested. No significant
difference with the previous method was
observed, except that it is more sensitive



to cell movements. Data were fitted using
a diffusion dominant modé€p5).

Time-lapse videomicroscofdyme-lapse
videomicroscopy  experiments  were
performed on siRNA control- and siRNA
EPLIN-treated HUVECs grown in 2 well-
Labtek. Images were collected with an
IX71 Olympus microscope equipped with
a heating workplate, a humidifier and a

CO, delivery system and using an UPlan
FLN x4/0.13 PhL objective and an
ORCA-ER camera (Hamamatsu).
Microscope was also equipped with a
motorized stage (Marzhauser GmbH and
Prior Scientific Instruments Ltd) to allow
multi-position and multi-condition
acquisition and automated experiments.

RESULTS

EPLIN is expressed in endothelial
cells at intercellular junctions. In
epithelial cells, EPLIN was recently

shown to link actin filaments ta-catenin
when bound to the E-cadherififcatenin
complex (18). Since EPLIN expression
was only reported in epithelial cells, we
first investigated whether EPLIN was also
present in endothelial cells. RT-PCR
analysis revealed the existence of an
EPLIN transcript in HUVECs Kig 1A).
The presence of both EPLiNand
proteins was detected by Western blot
analysis in the endothelial Eahy-926,
HCME and HUVE cell types HiglB).
However, while EPLIN. and  isoforms
were expressed in similar amounts in
MDCK and Caco2 epithelial cell lines,
significantly lower EPLINS protein levels
were detected in endothelial cells,
particularly in Eahy-926 cell line~{g1B).

To test whether EPLIN is able to promote
interaction between the endothelial
catenin-cadherin complex and F-actin as it
does in epithelial cells, its subcellular
localization was explored in HUVECs. The
membrane and cytoplasmic fractions were
separated from HUVEC lysates by
ultracentrifugation and analyzed for their
EPLIN content by Western bloFig 1C).
Similar to o-catenin, EPLIN was
preferentially detected in the membrane
fraction compared to the cytoplasmic
fraction Fig 1C). An
immunocytochemical localization  of
EPLIN was also carried out on HUVECs
plated at different densitieszig2 shows
that EPLIN was mainly located along actin
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stress fibers in sparse cells, while it
accumulated along cortical actin ring in
confluent monolayers. Similar results were
obtained with HCMEC, Eahy926, Caco2
and MDCK cells, Fig3A). Furthermore,
EPLIN co-localized witha-catenin at cell-
cell junctions in all cell types.FHg3B).
Confocal microscopy further confirmed
that EPLIN, a-catenin together with actin
co-localized at cell-cell junctions. The
three signals were present all along the
intercellular junctions in the Z-axis. In
addition, after a careful scrutiny of
confocal images, we observed that
whenever EPLIN was located at cell-cell
junctions, it appeared co-localized with
catenin and actin. However, junctionat
catenin could be co-localized with actin in
spots without EPLIN. These data led us to
think that EPLIN could be one of the
missing links between the VE-cad based
complex and the cortical actin filaments.
Association of EPLIN with the VE-
cadherin-catenin complex in HUVECRKo
assess whether EPLIN is associated with
the VE-cad/catenin complex in HUVECs,
various immunoprecipitation experiments
were performedKig4). In a first series of
experiments we show thatt- and [3-
catenin, as well as VE-cadherin were co-
immunoprecipitated with EPLIN.
Interestingly, only the entire form of VE-
cadherin at 135 kDa and not the
intracellularly truncated 100 kDa form
(VE-cadtr) Fig4B) was
immunoprecipitated indicating that VE-
cadherin cytoplasmic tail is necessary for
its participation to the complex.



Immunoprecipitations of a-catenin
(Fig4C), B-catenin Fig4D) or VE-cad
(FigdE) confirmed the association of
EPLIN with a- and -catenins and with
VE-cad. To verify immunoprecipitation
data, GST-pull-down assays were
performed usinga-catenin N-terminally-
coupled to GST (GSTa-catenin). Pull-
down assays, performed with HUVEC
extracts, revealed that GSiFeatenin
interacted with botlo and 3 isotypes of
endogenous EPLIN whereas GST did not
(Fig4F). To determine whethem-catenin

is the element within the VE-cad-catenin
complex that directly binds EPLIN, the
GST-a-catenin  fusion protein  was
assayed for its capacity to bind the purified

recombinant EPLIN fused with a
polyhistidine tag (His-EPLIN). As
illustrated in FigdG, GST-a-catenin

precipitated His-EPLIN whereas GST did
not. These data indicate that, in HUVEC,
EPLIN associates with the VE-cad-catenin
complex viaa-catenin.

Differential recruitment of EPLIN
and a-catenin to newly formed cell-cell
contacts. Recruitment of EPLIN andx-
catenin in the formation of cell-cell
contacts was then investigated.
Consequently, to initiate cell-cell contacts,
HUVECSs were treated by EGTA (for 36 h)
and then switched to standard *Ca
conditions. At different post-Gaaddition
times, HUVECs were co-labelled for
EPLIN anda-catenin Fig5). In low C&*-
containing medium, EPLIN was clearly
detected at cell edges but also along some
actin fibers (FighD) whereas a-catenin
appeared cytoplasmic and mainly
concentrated at the perinuclear region
(FigbE). After cell-cell adhesion was
stimulated by calcium addition, EPLIN
reproducibly accumulated at contact sites
(FighG and J). In  comparison,
recruitment of a-catenin at cell-cell
contacts was clearly delayed. Hence, at 60
min post-C&" addition time, EPLIN
staining exhibited a continuous thin line at
cell-cell contactsKig5J), while a-catenin

was essentially cytoplasmic with only a
faint and discrete localization at cell-cell
adhesion sites  Hg5K). While
EPLIN localized at cell edge before the
initiation of cell-cell adhesiong-catenin
was recruited temporally.

EPLIN abrogation does not affect
HUVEC proliferation, adhesion and
migration. To  progress in  our
understanding of the role of EPLIN at cell-
cell junctions, abrogation of EPLIN was
carried out in HUVEC using siRNA
technology. We first established the time
course of EPLIN down regulation in
HUVECs treated with EPLIN siRNA.
Practically, immediately after siRNA
transfection, HUVECs were plated and
allowed to grow for additional 24, 48 or 72
h periods of time prior to cell lysis.
Western blot analysis indicated that at 24 h
post-transfection, EPLIN expression was
80% lower compared to control siRNA
(FigbA and B). Between 48 h and 72 h
post transfection, EPLIN expression
progressively re-increaseBig6A and B).

To test whether EPLIN silencing

influenced the expression of VE-cad and
a-catenin, Western blot analyses were
carried out on EPLIN siRNA-treated

HUVECSs. Fig6C shows that the levels of

VE-cad anda-catenin protein expression

were unaffected by EPLIN knockdown.

To investigate whether EPLIN
depletion disrupts cell-cell adhesion and/or
alters cell morphology, siRNA-treated
HUVEC monolayers were labelled for
EPLIN, a-catenin and VE-cad. Down
regulation of EPLIN affected neither the
distribution ofa-catenin(Fig7A) and VE-
cad (Fig7B) at sites of cell-cell contacts
nor cell morphology Kig7A and B). By
contrast, abrogation of EPLIN expression
in HUVECSs disturbed the organization of
cortical F-actin. At confluency, control
siRNA-treated HUVECSs exhibited cortical
F-actin organized along the adhesion belt
(Fig7C, arrows). By contrast, EPLIN
depletion led to a phalloidin staining
decrease of the cortical actin ring with
formation of gaps within the actin
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cytoskeleton network of adjoining cells
(Fig 7C, arrow-heads In addition,
residual cortical actin bundles bridged
adjacent cells by adopting a radial
orientation. These features suggest that
EPLIN is absolutely required for the
elaboration of the cortical F-actin belt.
Interestingly, EPLIN depletion led to an
increase in actin stress fibefsd. 7C).

No defect in cell growth rate was
observed between siRNA control and
SiRNA EPLIN-treated cells at 24 h and 48
h incubation times Kig8A and B).
Moreover, quantification of endothelial
cell adhesion to fibronectin-coated surface
revealed that the number of adhering
siRNA-treated cells increased with the
level of coated fibronectin but were
unaffected by EPLIN depletionFig8C
and E).

Next, we tested whether EPLIN
knock-down would have an impact on
endothelial migration post-injury.
Endothelial monolayers transfected with
control or EPLIN siRNA were subjected
to a wound-repair assay and time-lapse
imaging was employed to document
wound closure over timeF({@8D). For
both control- and EPLIN-siRNA-treated
monolayers wound closure was completed
by 11 h post-injury. Distances covered by
the cell fronts werelotted versus timand
the rates of wound closure indicate that
HUVEC migration was not altered by
EPLIN depletion Fig8F). Moreover,
automated single-cell tracking of scratched
monolayers revealed that the trajectories
of cells are not affected by EPLIN down-
regulation (data not shown). In conclusion,
EPLIN depletion does not modify the
ability of HUVECs to proliferate, adhere
and migrate.

EPLIN is not essential for the
stability of mature VE-cadherin-mediated
adhesion.To gain insights on the role of
EPLIN in the dynamics of mature VE-cad
adhesion, we performed fluorescence
recovery after photobeaching (FRAP)
experiments. For this, we transiently co-
transfected HUVECs with the cDNA

plasmid coding VE-cad C-terminally fused
with GFP (VE-cad-GFP) and with either
control or EPLIN siRNA Fig9). We
characterized the dynamics of VE-cad-
GFP localized to sites of cell-cell contacts
in both siRNA control and siRNA EPLIN-
treated HUVEC monolayer$-ig9A). For
both siRNA-treated cells, fluorescence
signals came back within 50 s and the
mobile fraction was estimated to 75% of
the total junctional VE-cad-GFP
population Fig9B). The mean diffusion
coefficients of VE-cad-GFP, determined
from 50 individual trajectories for each
transfection condition, were estimated to
(5 +/-1) x10? pnt.s* for control- as well
as for EPLIN-siRNA treated HUVECSs.
This value is consistent with data
published on E-cad-GFR4), GFP-N-cad
(26) and cad-11-GFR27) when involved
in mature cell-cell contacts. The fact that
VE-cad diffusion is not affected by EPLIN
depletion suggests that the primary
function of EPLIN is not to control VE-

cad-mediated stability at adherens
junctions.
Role of EPLIN in

mechanotransductiorVinculin is another
actin-binding protein known to directly
interact witha-catenin(9,28-29) To test
whether EPLIN and vinculin can interact
with  VE-cad-bound a-catenin, their
respective immunocytochemical
localization was analyzed in HUVECs.
Fig 10A showed that vinculin localized at
both focal adhesion (arrow-heads) and
cell-cell junction sites (arrows). As cell
confluence increased, cell-cell junctions
lost their zig-zag aspect and vinculin and
EPLIN accumulated at cell-cell junctions.
In fact, co-localization of EPLIN and
vinculin appeared restricted to areas where
cell-cell junctions were mature.

We next sought to determine
whether vinculin and EPLIN are recruited
at cell-cell junctions independently to each
other. For this, the immunolocalization of
vinculin was analyzed in EPLIN-depleted
HUVECs. A clear delocalization of
vinculin  from cell-cell junctions was
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observed in the absence of EPLIN in
contrast to what happened in control
siRNA-treated HUVEC Kigl10B). This
observation indicates that the recruitment
of vinculin at cell-cell junctions requires
the presence of EPLIN.

Recently, it was discovered that
vinculin  reversibly disappeared from
epithelial cell-cell junctions when force
generated by myosin-1l was inhibited with
bebblistatin(9), a specific inhibitor of non-
muscle myosin-ll  activity (30). To
investigate whether EPLIN and vinculin
are affected by actomyosin activity in
HUVECs, we examined the junctional
localization of EPLIN and vinculin in
HUVECs treated during 30 min with
different concentrations of blebbistatin
(Figll). In HUVECS treated with 0, 5, 10
and 50 uM blebbistatin, EPLIN was nearly
completely co-localized witlm-catenin at
cell-cell junctions in spite of the disturbing
effects of blebbistatin on cell-cell
junctions Figl1A). In contrast, junctional
vinculin staining was strikingly reduced in
blebbistatin-treated HUVECs indicating
that drug treatment caused a redistribution
of vinculin from cell-cell junction
(Fig11B). Together, these results indicate
that, in HUVECSs, EPLIN is present at cell-
cell junctions independently of myosin II
contractility whereas junctional
localization of vinculin requires myosin-Il
activity.

To quantify the blebbistatin
sensibility of the two junctional proteins
vinculin and EPLIN, we determined the
EPLIN/a-catenin and vinculinf-catenin
fluorescent intensity ratios at cell-cell
junctions in blebbistatin-treated cells
(Figl2). This quantification revealed a
significant reduction in vinculin level after
blebbistatin treatmentFgl12C). More
precisely, the reduction reached 34% and
59% in HUVEC treated respectively with
5 and 10 pM blebbistatin. Similar analysis
revealed no significant difference in the
junctional level of EPLIN between control
and blebbistatin-treated HUVECs
(Figl2D). This difference of behaviour

probably reflects the differential capacity
of EPLIN and vinculin to interact with-
catenin.

Impact of EPLIN depletion on
angiogenesisWe next wondered whether
EPLIN depletion would impair more
elaborate processes, such as vitro
angiogenesis, during which intracellular
tensions, generated by the actin
cytoskeleton and transmitted from cell to
cell through adherens junctions, are
required for proper vascular organization
(31). To investigate the effect of EPLIN
depletion on angiogenesis vitro tubule
formation assays were performed using a
Matrigel matrix onto which was seeded an
equal number of HUVECSs pre-treated with
either EPLIN or control siRNA.
Observation by phase contrast microscopy
showed that control- and EPLIN-SiRNA-
transfected cells kept the capacity to
elaborate pre-capillary structures.
Immunostaining of these pseudo-vascular
structures showed that EPLIN co-localized
at cell-cell junctions with VE-cadherin
(Figl3A) and o-catenin  Figl4A).
Moreover, at EPLIN-null junctions, VE-
cadherin and a-catenin
immunofluorescent signals were still
detectable indicating that EPLIN-depletion
in pre-capillary structures did not affect
the subcellular localization of VE-Cad
(Fig13B) anda-catenin Fig14B).

By time lapse microscopy, we
noticed that a progressive formation of
lacunae emerged from the organization of
HUVECs initially homogeneously
distributed on the Matrigel matrix
(Figl5A). To temporally quantify the
vascular network construction, the total
length of capillaries was measured over
time using Image J software. At 2 h post-
seeding time, control and EPLIN-siRNA
HUVECs exhibited preliminary capillary
networks with equivalent total lengths
prior undergoing powerful remodelling
(Figl5, 2h. As illustrated for control-
siRNA-transfected cells irFigl5B, this
vascular network remodelling process

110



could be clearly divided into two phases.
During the first phase (2-12 h), the lacunae
grew and fused leading to an exponential
decrease of the network lengthig15A).

In the second phase (12-26 h), the vascular
network reached a steady state leading to a
stabilization of the total capillary length.
For EPLIN siRNA down-regulated
HUVECSs, a very similar decrease of the
network length was observed during the 2
-12 h post seeding period. But in contrast
to what happened for control SiRNA-
treated cells during the second phase,
network length continuously decreased
with post-cell seeding timeFig15B). We
observed that internodal connections were
lacking and a certain number of
endothelial cells remained as single cells,
unincorporated into any tubular structures
or agglutinated into bunches at the tips of
retracting tubes after their breakage
(Figl5A, arrowhead). Compared to the
preliminary networks, at 26 h post seeding
time, control- and EPLIN- siRNA treated

cells showed a 43 and 70% decrease of
total network length, respectively
(Figl5B). Careful examination of the
network generated from EPLIN-down
regulated cells revealed that vascular
capillaries underwent numerous breakage
events Figl5A, arrows). This led to
concomitant lacuna surface growth and
network length decrease. Quantification of
the breakage events revealed that in the
absence of EPLIN, pre-capillary network
tended to break twice more than in control
cells Figl5C). We conclude that EPLIN-
depleted HUVECs maintain their ability to
elaborate preliminary vascular network,
however, the vascular pseudo-capillaries
regress during the remodelling process. As
intercellular tensions increase during this
latter step (31), this feature possibly
reflects an alteration in the link between
the VE-cad-catenin complex and the
cortical actin ring as previously observed
in HUVECs seeded on fibronectin-coated
dishes.

DISCUSSION

There is growing evidence that
cells and tissues are submitted to
intercellular forces during cell remodelling
and tissue morphogenesi$46). This
mainly occurs through adherens junctions,
mostly by cadherins and suggests that
cadherin complex is physically and
mechanically coupled to the actin
cytoskeleton (32), (24) The traditional
view proposing that cadherin-catenin
complexes are directly anchored to F-actin
through a-catenin has been recently
contested, convincing data proving tlat
catenin cannot simultaneously bind to
cadherinB/ y-catenin complex and actin
(6)-(7). To encompass all these
observations, it could be assumed that
some mediators are able to bridge
cadherin-catenin complex to F-actin. This
view correlates with the discovery that an
increasing number of actin-associated
proteins such as vinculif33), a-actinin
(8) (34), formin (35) and Ajuba(36) are

able to associate witha-catenin. By
directly associating with a-catenin,
vinculin (28) and Ajuba(36) contribute to
the bridging of E-cadherin adhesive
complexes to the cortical actin
cytoskeleton in epithelial cells. Through
these different types of connections;
catenin can associate with various actin
structures. In a recent study, EPLIN was
described as a novel mediator able to
couple E-cadherin-catenin to F-actibd)
but whether this occurs in endothelial
intercellular junction needs to be explored.
Until now, EPLIN (Epithelial
Protein Loss In Neoplasm) has been
considered as an epithelial protein down-
regulated in many epithelial cancer cell
lines. In the present manuscript, we show
that EPLIN mRNA and EPLIN and 3
proteins are also present in HUVECs.
Additionally, we observed that EPL&N
protein is expressed at comparable levels
in epithelial and in endothelial cells of
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venous microvascular  origin.
Altogether, these findings contradict
previous reports that mentioned no or only
weak expression of EPLIN at mRNA and
protein levels in arteria{37) and venous
(15) (12) endothelial cells. We also found
that EPLIN3 protein is less expressed in
endothelial cells. As isotypes andf3 are
generated by two independent promoters,
it is thus likely thatEPLINSG promoter is
differentially regulated in epithelial and
endothelial cell¢38).

Our first investigations on EPLIN
subcellular localization in confluent
HUVECs showed that EPLIN is mostly
associated to the plasma membrane and
more particularly at cell-cell junctions
where it co-localizes witha-catenin in
agreement with a recent study on epithelial
cells (18). Previous reports mentioned that
EPLIN is predominantly distributed along
actin stress fibers in U20S osteosarcoma
(39), primary osteoblast&l6) and EPLIN-
overexpressing NIH 3T16). Similarly,
in sparse HUVECs, EPLIN is mainly
localized along stress fibers, consistent
with the idea that it is an actin-binding
protein(12).

Our data also highlight an
association between VE-cad and EPLIN.
Direct interaction of EPLIN and-catenin
was subsequently attested by vitro
binding of His-EPLIN and GSt-catenin
and by co-immunoprecipitation
experiments using HUVECSs. Additionally,
we proved that EPLIN associates widh
catenin tethered to the VE-cadherin
adhesive complex. Thus, these data
provide evidence that EPLIN participates
in the linkage of the VE-cad-catenin
complex to the cortical actin fibers via
catenin and also predict that EPLIN
functions similarly in endothelial cells and
in epithelial cells (18). In C&* switch
experiments, EPLIN and a-catenin
exhibited distinct cellular localization in
low Cé&*-containing medium.  While
EPLIN was located at cell-cell junctions
and on stress fibersa-catenin was
concentrated at the perinuclear region.

or
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Ca&*  addition induced a-catenin
recruitment at interendothelial junctions as
previously described for VE-cad40).
Once positionedo-catenin may interact
with EPLIN already present at cell-cell
junctions. Thus,o-catenin might be the
last element that fills the gap between the
VE-cadherin complex and the actin-
filament-EPLIN network.

Downregulation of EPLIN was
described in many cancer-derived or
transformed cells and it was proposed that
EPLIN could act as a tumour suppressor
(12) (15). Overexpression of EPLIN in
some transformed cells reverses their
capacity to grow in an anchorage-
independent way, indicating that EPLIN
may function in growth control by
associating with and regulating the actin
cytoskeleton(39). Herein, to gain insights
on the role of EPLIN in the endothelium,
its expression was blocked by siRNA in
HUVECs. EPLIN silencing did not affect
VE-cad andi-catenin expression.

Neither the adhesive nor the
proliferative  properties of HUVECs
appeared affected by EPLIN silencing. In
addition, EPLIN depletion had no impact
on the rates of wound closure, the
migration capacity of EPLIN-silenced
cells remaining intact. This is not in
agreement with previous data indicating
that EPLIN ectopic expression decreases
motility and cell-matrix adhesion of
human endothelial HECV cell87). This
discrepancy may issue from differences in
experimental procedures. In one case,
EPLINa was forcibly induced in HECV
human endothelial cell line while we used
EPLIN silencing by siRNA in HUVE
primary cells.

However, in the absence of EPLIN
we observed a deficit of connections
between cell-cell junctions and F-actin.
EPLIN depletion created gaps within actin
cortical network of adjacent cells. This
probably reflects the defect in vinculin
recruitment observed at cell-cell junctions
in EPLIN-silenced HUVEC.



EPLIN is recruited at endothelial
cell-cell junctions without requiring
actomyosin contractility Kig11A). This
feature demonstrates the capacity of
EPLIN to interact with the closed
conformation thati-catenin adopted in the
absence of myosin lI-mediated
contractility. By contrast, vinculin escapes
from endothelial cell-cell junctions when
tension exerted by the actomyosin
cytoskeleton is reducedrig11B). This is
in agreement with previous work showing
that vinculin preferentially interacts with
the stretched conformation afcatenin at
epithelial cell-cell junctions9). We
propose a modeF{g16) in which EPLIN
primarily connects the VE-cadherin-
catenin complex to F-actin by interacting
with the closed conformation oi-catenin.
Then, beacause of the forces applied by
the actin filaments-EPLIN networkg-
catenin adopts a stretched conformation
unmasking a cryptic binding domain for
vinculin. Depending on the tension
amplitude exerted by the cytoskeleton, we
observed that cell-cell junctions recruit
variable amounts of vinculin.  Vinculin
which also exhibits open and closed
conformations (41-42) may induce
sequential recruitment of additional actin
binding proteins. Consequently, by acting
in concert, EPLIN and vitronectin
reinforce the connections of the VE-
cadherin complex to the actin filaments.
The multiplicity of connections between
the two entities is likely at the basis of
adherens junction strengthening.

In Matrigel assays using EPLIN-
silenced HUVECs, we observed that pre-
capillary network formed normally despite
EPLIN down regulation. This implies that
EPLIN does not interfere with the early
steps of the angiogenic process and
correlates with the fact that cell-matrix and
cell-cell adhesions are unaltered in
EPLIN-silenced HUVECs. By contrast,
during the later step of tube formation,
there is a marked alteration @i vitro
morphogenesis. Upon EPLIN depletion,
decrease of internodal connections and
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regression of the vascular network occur
resulting from an increase of breakage
events within the capillary network. Our
immunolabelling data excluded the
possibility that VE-cadherin anal-catenin
could be delocalized from cell-cell
junctions. To explain these breakages, we
hypothesised that EPLIN depletion would
impair intercellular adhesion by increasing
mobility of VE-cadherin molecules
decoupled from the actin cytoskeleton.
Surprisingly, FRAP experiments revealed
no difference in VE-cadherin mobility in
presence and absence of EPLIN.
Altogether, these results indicate that
neither the mobility nor the junction
stability was affected by EPLIN depletion.

Finally, ~we suspected that
breakages undergone by pre-capillary
structures result from the reduced density
of F-actin anchored to adherens junctions.
This defect should render cell-cell
junctions more sensitive to forces exerted
directly perpendicular to the cell-cell
interface(44-45)

In conclusion, our data indicate
that EPLIN participates in a two-tiered
mechanism leading to optimal interaction
between the adherens junctions and the
actin cytoskeleton. In this context, the
EPLIN-a-catenin  link  provides a
mechanosensory machinery by acting as a
tension transmitter. This machinery is
required for in  vitro vascular
morphogenesis. As tumor angiogenesis
has become a major target of anticancer
therapies, the understanding of a novel
mechanism of vessel formation, may have
clinical significance.
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FIGURE LEGENDS

Fig.1 EPLIN expression in epithelial and endothelidlsceA. RT-PCR analysis of

EPLIN and VE-cadherinmRNAs in HUVECs.EPLIN (lane 1),HPRT (lane 2),HPRT and
VE-cad(lane 3),HPRTandEPLIN (lane 4) mRNAs were converted into cDNAS prioth
used as templates for subsequent PCR amplificaiBrcadwas used as a positive control
andHPRT as an internal standard. Negative control wasopedd with no template (lane 5).
B. Western blot analysis of EPLIN expression in CaddRCK, Eahy, HCMEC and HUVEC
lysates. Membrane was re-probed with @atitoulin antibody for protein loading contrd@l.
Western blot analysis of the subcellular local@atiof EPLIN anda-catenin proteins in
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confluent HUVECs. The membrane (Mb) and cytoplas(@ygto) fractions were separated
from HUVEC lysates by ultra-centrifugation and thanalyzed by Western-blot for their
EPLIN anda-catenin contents. Molecular weight markers (kD&) given at the left margin
of each blot.

Fig. 2. Differential distribution of EPLIN in sparse andnfluent HUVECs. HUVECs
were plated on glass coverslips at two differenbsitees and stained with anti-EPLIN
antibody, FITC-phalloidin and Hoechst. Bar: 20 um.

Fig.3. Subcellular localization of EPLIN angcatenin in endothelial and epithelial
cells.A. Caco2, MDCK, Eahy, HCME and HUVE cells were immiahelled for EPLIN and
a-catenin. Scale bar = 20uB. Confocal analysis af-catenin, EPLIN and F-actin on Caco?2
and HUVEC monolayers. White lines reflect planZoacquisition. Scale bar = 20 um.

Fig. 4. Association of EPLIN with the VE-cadherin basednpdex in HUVEC. Co-
immunoprecipitations of EPLIN with VE-cadi- and 3-catenins in HUVECs. Anti-EPLIN
(B), a-catenin (C),p-catenin (D) and VE-cad (E) immunoprecipitationB)(were probed
successively for EPLINg-catenin,p-catenin and VE-cad. As controls, the whole cedatg
(Lys) was run in parallel (A) and the IPs perfodmesing rabbit (negative control for anti-
EPLIN, antie-catenin and anti-VE-cad IPs) or mouse (negativdrobfor anti-catenin IP)
non-immune 1gG (NI) were analyzed simultaneouslgteNthat in Panel B, IPs, performed
using the rabbit anti-EPLIN antibody, were probeithvihe mouse anti-EPLIN antibody. *,
non specific band revealed by mouse anti-EPLIN baaty. VE-Cadtr corresponds to a
truncated form of VE-Cad cleaved at its C-termirarsl deleted of the catenin binding
domains (18)F. Interaction ofa-catenin with EPLINGST or GSTa-catenin immobilized
on glutathione beads were incubated with HUVEC thsaPull-down assays and whole
HUVEC lysate were revealed with the mouse anti-BPhanhtibody. G. Direct interaction
between purified EPLIN and-catenin. Purified His-EPLIN was incubated withriped
GST or GST-ua-catenin immobilized on glutathione beads as inditaPull-down assays and
whole HUVEC lysate were revealed with the mouseBRLIN antibody.

Fig. 5. Differential recruitment of EPLIN and-catenin to newly formed cell-cell
contacts in HUVECs. HUVECs were cultured for 36 tsoin the presence of either 2 mM
EGTA (low calcium) or C& (Control). HUVECs grown in EGTA-containing mediumere
switched from low C# to standard Ca conditions. Cells were fixed and stained for EPLIN
(A, D, G and J) and-catenin (B, E, H and K) in normal €zonditions (A, B and C), in low
C&* conditions (D, E and F) , or 10 minutes (G, H andnd 60 minutes after the €awitch
(J, KandL).

Fig. 6. Transient depletion of EPLIN in HUVECA. Western blot analysis of EPLIN
protein expression in siRNA-treated HUVECs. Lysaie$lUVECs transfected with control
(Ctrl) or EPLIN siRNA were analyzed by Western biotdetermine EPLIN andf protein
levels. Immunoblots were re-probed wjiiubulin for protein loading controB. Efficiency
of EPLIN extinction at 24, 48 and 72 h post siRNAnsfection times. Evaluation of the
residual amounts of EPLIN was obtained from quanatifon of the immunoreactive bands
after normalization to3-tubulin using ImageJ softwafe. Western blot analysis of VE-
cadherin, a-catenin and tubulin protein expression levels IWWHECs transfected with
control- (siCtrl) and EPLIN- (SiEPLIN) siRNA. Lysst of siRNA-treated HUVECs were
probed successively for EPLIN, VE-caakcatenin (-cat) andp-tubulin (3-tub). B-tubulin
expression was monitored for normalization of proteading.
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Fig 7. Immunofluorescence analysis of EPLIN;catenin, VE-cad and actin
distributions in siRNA-treated confluent HUVECSs. Béfter transfection with control (Ctrl)
or EPLIN siRNA, HUVECs were stained for EPLIN;catenin and nuclei (Hoechst) (A), for
EPLIN, VE-Cad and nuclei (B) and for EPLIN, actimdanuclei (C). In panel C, arrows point
out to cortical F-actin (above) and arrow-heads daps within cortical F-actin network
(below). Confocal images are representative okastl three independent experiments. Scale
bar: 10 um.

Fig. 8. Effect of EPLIN depletion onn vitro proliferation, adhesion and wound
healing assay#\. andB. in vitro proliferation assay. SiRNA-treated HUVECs were gead at
24 and 48 h proliferation times after prestaininghwerystal violet (A). Following lysis,
optical density (OD) of the resulting solutions wagasured at 560 nm (B3: control
siRNA-, m:siRNA-treated HUVECsC. andE. in vitro adhesion assay. 15 min after cells
seeding, adherent siRNA-treated cells, stained witstal violet, were imaged (C). After
lysis, OD of the resulting solutions was measure8&® nm (E).D. andF. wound healing
assays. Confluent monolayers of siRNA-treated aedise scratched (Time = 0) and imaged
over time to track wound reclosure (D). The diseancovered by the cell fronts were
measured over time (F).

Fig. 9. Dynamics of VE-cad-GFP at endothelial cell-celhtaxts.A. Representative
examples of pre- and post-photobeached images e€C&EGFP at cell-cell contacts. VE-
cad-GFP overexpressing HUVECs transfected witheeittontrol or EPLIN siRNA were
grown to confluency prior performing FRAP experirteenArrows point to photobeached
spots.B. Mean fluorescent recovery curves for control aRLIE siRNA-treated HUVECSs.
The curves were generated from 50 independent iexgets for control (Left) and EPLIN
(Right) siRNA-treated cells.

Fig. 10: Subcellular distributions of EPLIN and vinculin HUVECs. A. HUVECs
were stained with pAb anti-EPLIN, mAb anti-vinculiAlexa488-labelled goat-anti-rabbit
and Alexa568-labelled goat-anti-mouse antibodied Hoechst. Bar: 20 pum. Arrows and
arrowheads pointed out mature and immature cdll-gehctions, respectively.B.
Immunofluorescence analysis of EPLIN and vinculimstrtbutions in siRNA-treated
HUVECSs. 24 h after transfection with control (Ciok) EPLIN siRNA, HUVECs were stained
for EPLIN, vinculin and nuclei (Hoechst) as desedlin Panel A. Scale bar: 20 um. Boxed
regions are magnified in the side pannels. Scatelidgum.

Fig 11 Effect of blebbistatin treatment on the subcellubcalization ofa-catenin,
EPLIN and vinculin revealed by confocal microscgmalysis. HUVECSs treated with 0, 5, 10
and 50 uM blebbistatin were fixed before doubleslaig for a-catenin and EPLIN (Panel A)
and fora-catenin and vinculin (Panel B).

Fig 12 Effects of blebbistatin on junctional recruitmeoit vinculin and EPLIN.
Differences in the junctional levels of EPLIN andaulin were quantified after pretreatment
with 0, 5, 10 uM blebbistatin and double-stained B®LIN anda-catenin and for vinculin
anda-catenin. Fluorescence intensities were measuredgaWhite lines perpendicularly
drawn to cell-cell junctions as illustrating in R&nA. After background subtraction,
fluorescence intensity profiles were generatedsaupgrimposed (A.U: arbitrary unit) (B).The
maximal intensity of the fluorescence (I max) waedi as a measure of junctional protein
level. For normalization, EPLIN and vinculin | mavere divided by the correspondirng
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catenin | max to generate EPLIN/catenin (C) and vinculird-catenin (D) ratios. The mean
values for the ratios were obtained from 20 measfaeeach condition. The data show that
junctional level of vinculin decreased as blebliistaoncentration increased. By contrast, the
junctional level of EPLIN remained roughly constant

Fig 13: Localization of EPLIN and VE-cadherin in pseudsaalar structures
elaborated in matrigel matrix. Pseudo-vascular ledbwere formed using untreated HUVECs
(Panel A) or siRNA-treated HUVECs (Panel B). At 2dbist cell seeding time, cells were
labelled for EPLIN, VE-cadherin and nuclei as parfed inFig7B.

Fig 14 Localization of EPLIN andi-catenin in pseudo-vascular structures elaborated
in matrigel matrix. Pseudo-vascular tubules werenf using untreated HUVECs (Panel A)
or siRNA-treated HUVECs (Panel B). At 24h podt seeding time, cells were labelled for
EPLIN anda-catenin as performed Fig7A.

Fig. 15. Effect of EPLIN depletion orin vitro tubule formation assayA. Phase
contrast videomicroscopy images comparing the \‘asawetwork formation process for
HUVECSs pretreated with control (siCtrl) or EPLINE®LIN) siRNAs. 24 hours after sSiRNA
transfection, HUVECs were plated onto matrigel tayéor 2 hours before time lapse
microscopy of the temporal evolution of pre-capyllastructures. Post-seeding time is
mentioned on each image. Arrows point out capillaggwork breakage. Note that some
endothelial cells aggregated into buncrkag.(B. Quantification of the vascular network full
length. Phase contrast videomicroscopy images siscthose presented in panel A were
treated using ImageJ software to calculate theléunigth of capillary network. Mean values
reported in this panel were calculated from thiéfer@nt observation fields. Contrddj and
EPLIN (|:| ) siRNA-treated HUVECSs.* indicates statisticalfdrence with p value < 0.0%.
Quantification of the average number of breakagenev per image over time. Breakage
events were counted at 26 h post cell seeding tvt@an values reported in this panel were
calculated from three different observation fields.

Fig 168 EPLIN acts as a tension transducer at the basithefconformational
modification in a-catenin [adapted fron{9)]. A. In the absence of EPLIN, actomyosin

contractility is not transmitted ta-catenin @-cat). Consequentlyq-cat keeps its folded
conformation and cannot interact with vinculin &wn inFig 10B. B. In the presence of
blebbistatin, actomyosin contractility is blockeddaa-cat is maintained under a folded
conformation preventing vinculin recruitment asisirated inFig 11B. C. When myosin-Il
exerts its contractile activityp-cat adopts a stretched conformation allowing MJincu
recruitment and thus F-actin anchoring to cell-paictions

TABLE LEGENDS

Table I: Primers used for amplifying PCR products

Transcrip Sens Antisens: Size
VE- 5-CGCCTCTGTCATGTACCAAA-3’ 5'- GTCTTCAGGCACGACAAATG-3' 252
EPLIN 5-GGAGCAAAAGGAGAATGTGC-3' 5-AATAGGAGCAACGGAAGCAG-3 359
. 5'GACCAGTCAACAGGGGACAT-3' | 5-AAGCAGATGGCCACAGAACT-3 | 427
LILLELAYLI
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Table Il: PCR parameters

Steg Conditions Cycle
Initial denaturatio 3 min at 1 cycle
Denaturatio 30 s at 94°
Annealing 30 s at 55° 30 cycles
Elongatiot 30 s at 72°
Final elongatio 10min a 1 cycle

Table Ill: Conditions of culture of the different cell lines

Cell type | Medium

Caco: aMEM, 20% FCS, 1% ATAN

MDCK DMEM, 10% FCS, 1% ATAM, 1% non essential amino &
EAHY DMEM, 10% FCS, 1% ATAN

HCMEC | EBM-2 supplemented with % of EC-2 SingleQuot
HUVEC | M199, 20% FCS, 29LSGS, 1% ATAM

EBM-2 supplemented with EG-2 SingleQuot
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Fig 14
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Fig16

A

VE-cadherin

Myosin-II

B

VE-cadherin

C
VE-cadherin

Adapted from Yonemura and al., Nature Cell Biology, 2010
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C. Discussion

Comme il a été mentionné dans le contexte ded&t&EPLIN est une protéine peu
connue et les données de la littérature a son sajgtpeu abondantes. A ce jour, seules 22
publications sont référencées sous le nom de pettéine. Etudier cette protéine présente
'avantage d'initier de nouvelles découvertes, méains la réalisation de cette étude a été
semée d’emblches dues au manque d’outils adéquatsrtculier d’anticorps commerciaux
spécifiques.

Rappelons qu'EPLIN est une protéine dont I'expgoesest fortement diminuée dans
des lignées cellulaires de cancer épithéliaux mgaementn vivo dans des cancers de type
épithéliaux(Jiang et al., 2008; Maul and Chang, 1999; Zhang etl., 2011) Son caractére
décrit comme exclusivement épithélial lui a d’aille valu son nom : Epithelial Protein Lost
In Neoplasm. Des lors, il semble discutable deté&rasser a la présence et au réle d’'EPLIN
dans I'endothélium. Et ce d’autant plus que le gewésultats publiés évoquaient de maniere
unanime une expression faible voire inexistantePd® dans des modeles de cellules
endothéliales d’origine veineuse [HUVEC (Human Ulioal Vein Endothelial Cell), HECV
(Human endothelial cord vein cells)] ou artérigltellules endothéliales aortiqugs)ang et
al., 2008; Maul and Chang, 1999; Sanders et al., P0). D’'un autre c6té, il semblait
légitime de s’interroger sur la présence d’EPLINgldendothélium puisque, d’'une part,
I'endothélium est par définition un type d’épithuh particulier et d’autre part, EPLIN
s’exprime dans de nombreux tissus trés vasculagisdenc riches en cellules endothéliales :
coeur, poumon, foie, cerveau, placen{daul and Chang, 1999) Les résultats
expérimentaux de notre étude montrent, sans anm@igassible, qu'EPLIN s’exprime tant au
niveau ARN (dans les HUVECS) qu'au niveau protéigaas plusieurs types de cellules
endothéliales de la circulation veineuse ou micsoutire (HUVEC, EAhY-926, HCMEC).

Par ailleurs, sa localisation subcellulaire en imofluorescence au niveau des fibres
de stress dans les HUVECs éparses ou aux jonctiaescellulaires dans les cellules
confluentes concordent avec les données publiéedesucellules épithéliale§Abe and
Takeichi, 2008; Han et al., 2007; Song et al., 2002Au-dela de cette colocalisation en
imagerie, nous avons également montré par desierpés de co-immunoprécipitation et de
GST-Pull Down qu’EPLIN s’intégre dans l'architectwlu complexe a base de VE-cadhérine
en s’associant avecoFcaténine a I'image du complexe a base de E-cauhéhbe and
Takeichi, 2008)
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La diminution I'expression d’EPLIN dans les tumewt les cellules dérivées de
cancers est un fait bien établi. Nous nous sommas demandé si la perte de I'expression
d’EPLIN ne contribuait pas a ce que les cellulascéseuses perdent leur capacité a adhérer a
la matrice extracellulaire et acquiérent des ca@acmigratoires et prolifératives. C’est
pourquoi, nous avons utilisé une stratégie d’ARMNriiérence pour mimer la diminution de
I'expression d’EPLIN observée dans un contexte taind®e maniére surprenante, il s’avere
que l'extinction d’EPLIN ne modifie pas la capacdtés HUVECs a adhérer a la matrice
extracellulaire, & migrer pour refermer une blessouw a proliférer. On aurait, en effet, pu
s'attendre a ce que ces caractéristiques soienifibexlen absence d’EPLIN. En effet, la
surexpression d’EPLIN diminue a la fois les capecit’adhérence et de migration des
cellules dans des cellules HEGSanders et al., 2010t diminue le taux de prolifération et
les capacités d’adhérence a la matrice d’une ligiedlalaire issue d’'un cancer de la prostate
(Sanders et al., 2011)Ces résultats contradictoires sont sans douteadusdifférentes
stratégies utilisées : nous avons utilisé 'ARNeifdrence pour diminuer I'expression
d’EPLIN alors que I'équipe de Jiang a choisi decéorl’expression d’EPLIN en transfectant
un vecteur codant pour la protéine.

Comme l'extinction d’EPLIN ne modifie pas les mijpales propriétés des cellules
HUVEC, nous avons voulu déterminer quel pouvai &rréle d’EPLIN dans I'endothélium
spécifiguement. Ce qui distingue les cellules emélales des cellules épithéliales, c’est leur
capacité a s’organiser pour former des structurbslaires dans des supports de culture en
trois dimensions (3D) comme le matrig@lrnaoutova et al., 2009) Nos résultats indiquent
une forte altération du réseau pseudo-capillaiméopar les HUVECs en absence d’EPLIN,
apparemment d0 a des phénomenes de cassures dassuldures tubulaires. De plus,
I'absence d’EPLIN provoque également une modifazatie I'organisation du cytosquelette
d’actine qui entrave tres probablement le remodeldgs jonctions nécessaire aux cellules
endothéliales pour former les structures pseudotNaises.

Il apparait trés clairement qU'EPLIN a un réle orant dans l'organisation du
cytosquelette d’actine et le remodelage des jonstamhérentes. Par ailleurs, EPLIN interagit
et colocalise avec deux protéines «clé » de laanm@cansduction : d-caténine et la
vinculine (le Duc et al., 2010; Lecuit, 2010; Yonemura et al2010) En effet, la-caténine
existe sous deux conformation, I'une repliée, faudtirée, en fonction du niveau de tension
environnante. La vinculine est recrutée Quant mitauline, cette derniere est recrutée au
niveau de li-caténine lorsque les tensions sont suffisanteg p@plier lo-caténine et

démasquer le site d’interaction avec la vinculiAesi, en présence de blebbistatine qui
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inhibe la contractilité induite par la Myosine I§ vinculine est délocalisée des jonctions
intercellulaires(Yonemura et al., 2010) En revanche, cet inhibiteur est sans effet sur la
localisation d’EPLIN aux jonctions intercellulaire semble donc que le recrutement
d’EPLIN aux jonctions intercellulaires ne soit psensible aux tensions environnantes. I
apparait également qu’il existe une coopératiomee®PLIN et vinculine. En effet, la
présence d’EPLIN est nécessaire au recrutement dentuline au niveau des jonctions
interendothéliales. Ces différentes observationesnont amené a établir qu’'EPLIN, en
coopérant avecd-caténine et la vinculine, est un acteur de la méd¢eansduction nécessaire
au remodelage des jonctions intercellulaires. bestjons intercellulaires privées d’EPLIN,
face aux forces générées dans la matrice de mlatrigesauraient apporter une réponse
adaptée, aboutissant ainsi a la rupture des ceniatetrcellulaires et a la désorganisation du

réseau précapillaire.
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ll. Etude des forces engagées par I'endothélium

Cette seconde partie des résultats fait référemncen travail mené en étroite
collaboration avec Alice Nicolas du Laboratoire deshnologies pour la Microélectronique
(LTM, Minatec, Grenoble). Ce projet d’étude descéwm engagées par I'endothélium réunit a
la fois physiciens, chimistes et biologistes. Abhagharbel et Michel Moussus ont réalisé un
long travail de mise au point des substrats avargalivoir effectuer les premiers tests. Dans
ce paragraphe, jévoquerai brievement les techmedogu’ils ont utilisé pour mettre au point
les substrats. Pour ma part, la participation &ta&il concernait essentiellement I'ingéniérie
des cellules et I'imagerie associée. C’est pourqles résultats présentés ci-apres se

concentrent sur les premiers tests réalisés asamelkiles HUVECSs.
A. Description du projet

En association avec le LTM, notre équipe a initiénouveau projet a I'interface entre
physique et biologie. Ce projet s’intéresse auxtions intercellulaires de I'endothélium d’un
point de vue mécanique. En effet, observé en vid@ostopie, 'endothélium reconstitué a
partir de cellules issues de la vein ombilicale huma a un comportement trés dynamique.
Les cellules se meuvent les unes par rapport atiresasans que l'intégrité du tissu ne soit
modifiée. Par ailleurs en cas de blessure infléyé® monocouche endothéliale, les cellules a
la périphérie de la plaie se mettent a migrer pegploniser la région Iésée et restaurer
l'intégrité de I'endothélium. C’est le remodelaggndmique des jonctions intercellulaires qui
autorise ces transformations physiques. Plus pégiement, ce sont les jonctions adhérentes
et notamment la famille des cadhérines ainsi quedennexion au cytosquelette d’actine qui
permettent un remodelage actif du tissu.

L'objectif de ce travail est plus particulieremehévaluer la contribution des efforts
meécaniques deéveloppées par les cellules dans lésoptenes de réarrangement et de
réparation tissulaire. Dans cette étude, le mod&llmgique est I'endothélium reconstitué a
partir de cellules issues de la vein ombilicale hima (HUVEC). Deux approches différentes
sont utilisées pour aborder et évaluer les forcem@geées par les cellules endothéliales. La
premiere utilise un substrat déformable de polyaaonde possédant des motifs de rigidité
contrblée. La seconde approche emploie un subdgaPDMS microstucturé avec des
micropiliers. Ainsi, ces différents substrats vowius permettre de mettre en corrélation les
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forces développées par les cellules avec la dynasrigs jonctions intercellulaires au cours

de leur maturation ou de la réparation tissulaire.
B. Contexte scientifique et technique

1. Données bibliographiques

a. Lien entre adhérences cellule/matrice et adhérens

intercellulaires

Les adhérences intercellulaires et les adhéreceledes/matrice sont des structures
bien différenciées, les unes a base de cadhérheesautres a base d’intégrines, dont le
comportement est bien décrit par la littératurepide déja une dizaine d’années, plusieurs
publications mentionnaient I'existence d’'un dialegentre intégrines et cadhéririéde Rooij
et al., 2005; Huttenlocher et al., 1998; Marsden ahDeSimone, 2003; Yano et al., 2004)
Récemment, des études de mesure de forces settmitéas a montrer qu’il existe une
étroite relation de dépendance entre les structlieefhérence intercellulaires et les structures
d’adhérence cellule matrice. Des travaux réaksggles cellules MDCK mettant en jeu la E-
cadhérine aux contacts intercellulaires ont moqgtré lorsque les cellules s’engagent dans
des interactions intercellulaires, les forces tnasiees a la matrice diminuent. Ces travaux ont
été réalisés sur des gels de polyacrylamide dastpidds des billes fluorescentes ont été
insérées afin de quantifier les forces transmisedgs cellules. Sur la Figure 35, on constate
tres clairement que, contrairement a une celld&ésqui applique des forces sur la matrice
en des points localisés a sa périphérie membra(féigare 35 A i et ii), deux cellules en
contact n’exercent plus de force sur la matricaigaau des contacts intercellulairésgure
35 Aliii et iv) (Maruthamuthu et al., 2011)

Par ailleurs cette interdépendance entre adhéreetlale/cellule et adhérence
cellule/matrice a également été montré avec la odétldes micropipettesigure 35 B ).

Les expériences indiquent que la force nécessaine péparer un doublet de cellules est
beaucoup plus importante quand les cellules duldboint engagé des interactions avec un
composant de la matrice extracellulaire comme Waofiectine ou la vitronectine via les
intégrines que lorsqu’il n’y a pas d’interactionlgke/matrice Figure 35 B ii) (Martinez-
Rico et al., 2010) En résumé, I'engagement des intégrines d’'uneleallans I'adhérence a la

matrice renforce I'adhérence intercellulaire deéecaiéme cellule.
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Figure 35 : Lien entre adhérence cellule/matrice eadhérence intercellulaire

(A) Comparaison des forces exercées par une ceaBolée et par une paire de cellules.
Superposition du marquage E-cadhérine-GFP dansaledes MDCK avec les champs de
forces (rouge) (i et iii). Représentation de I'mééé des forces exercées par les cellules (ii et
iv). D’apres(Maruthamuthu et al., 2011) (B) Méthode des micropipettes pour mesurer les
forces de séparation. Image d'illustration (i). ¢erde séparation moyenne mesurée pour
séparer une paire de cellules exprimant la E-cathé&eules ou ayant adhéré a une bille de
15 um recouverte de fibronectine (Fn), de vitromectVn), de polylysine (PL) (ii). D’aprés
(Martinez-Rico et al., 2010)

b. Technologies de mesure des forces intercellulas

A TI'heure actuelle, plusieures meéthodes physiques été utilisées pour la
quantification des forces d’adhérence intercelieldi’'une d’entre elles, appelée méthode des
micropipettes, consiste a manipuler des celluledividuelles en suspension par des
micropipettes pour former des doublets de cellaldisérents. Deux cellules maintenues au
bout de micropipettes sont mises en contact I'inkaditre Figure 36). Le parameétre mesuré
par cette technique est la force de séparatioest-é-dire la force nécessaire qu’il faut
appliguer pour séparer les deux cellules en cortgres quelques secondes de contact, il est
possible de mesurer une force de séparation dgupsehanoNewtons (nN). Cette force de
séparation augmente de maniere linéaire avec lpstelm contact jusqu’a atteindre un plateau
aprés une heure de contgEufour et al., 2005) Cette méthode présente l'avantage de

pouvoir maitriser le temps de contact entre lekilesl. En revanche, le parameétre mesuré
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n'est pas a proprement parler une mesure de |l& fdl@dhérence intercellulaire mais est

simplement un indicateur de cette force.
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Figure 36 : Méthode de mesure de la force de sépaian.

Formation du doublet adhésif entre deux cellulgzimant de la E-cadhérine. Le doublet de
cellules est maintenu par une forte aspiration dansipette de droite. L’augmentation de
I'aspiration dans la pipette de gauche ainsi géeaftement des pipettes aboutissent a la
séparation du doublet. La force de séparation @gtlralculée a partir du rayon interne de la
pipette et de I'aspiration appliquée a gauche amemb de la séparation du doublet. D’'aprés
(Dufour et al., 2005)

Une autre approche utilisée est la fonctionnadisatle la pointe d’'un microscope a
force atomique (AFM). Brievement, le microscopeoecé atomique est équipé d’'une pointe
tres fine en silicium au bout d’un levier contrflé un piézo. Une équipe a utilisé ce type de
montage pour étudier les forces intercellulairetreemune cellule de mélanome et une
monocouche de cellules endothéliai@uech et al., 2006) Ainsi, la pointe AFM est
fonctionnalisée avec une cellule de mélanofFigure 37 A) qui est ensuite mise a adhérer
sur un tapis cellulaire d’'HUVECs. Sur laigure 37, on peut voir le comportement
viscoélastique classique d’une cellule en coursiltBaence mesurée par AFM. Au moment
du contact, les cellules commencent par se défoélastiquement (pas d’effet mémoire, la
cellule peut reprendre sa forme initiale) puisséure la position en z est constante, les
cellules se relachent comme un matériau viscoglastigure 37 C). Ensuite, en appliquant
une vitesse constante pour retirer le levier, luleeaccrochée a celui-ci est séparée de la
monocouche Kigure 37 B). L'avantage de cette méthode est de pouvoir otartrde

nombreux parametres : la force et le temps de chrgavitesse d’accrochage et de séparation
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des cellules. De plus, cette méthode offre la pdisi de travailler dans des conditions

physiologiques.
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Figure 37 : Mesure des forces intercellulaires paAFM

(A) Représentation schématique de la capture dieflale « sonde » sur le levier de 'AFM
(B) Essai de séparation d'une cellule de mélanomee lal monocouche de cellules
endothéliales. (C) Courbe de force de linteractaallule-cellule. D’aprégPuech et al.,

2006)

Il existe également un troisieme approche quéaéiployée, non pas pour déterminer
les forces intercellulaires, mais pour évalueolad de rupture entre une cellule (plaquette) et
sa matrice (fibrinogéne) grace a des pinces omiLitvinov et al., 2002) Cette méthode a
été utilisée pour étudier la force qui lie l'intéwr allbpf3 exprimée a la surface d'une
plaquette au fibrinogéne lié de maniére covalengesairface d’'une bille de latekigure 38).
Ainsi, il a été montré que la force de rupture @unolécule de fibrinogéne en interaction
avec une intégrinellbf3 (purifiee ou a la surface d’'une plaquette) saeséntre 60 et 150
pN. Par alilleurs, il a été déterminé que la stimmoma des plaquettes par des agonistes
augmente I'accessibilité des intégrines mais pdsriz d’adhérencélLitvinov et al., 2002)

On peut envisager d'utiliser ce type de montage aes pinces optiques pour manipuler les
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cellules et mesurer les forces d’adhérence intetagks. En effet, les pinces optiques
trouvent de nombreuses applications en biologienemédecine puisqu’elles permettent de
« nano-manipuler » des objets, et notamment déslelet de mesurer de forces de I'ordre

de quelques picoNewtori€oirault et al., 2003)
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Figure 38 : Principe de mesure de force de rupturentre ligand et récepteur sur cellule
vivante.

(A) Schéma du montage. La cellule (plaquette) esnabilisée sur un socle. La bille
recouverte de fibrinogéne est amenée au contata dellule grace au faisceau laser. (B)
Schéma d’'une courbe de force issue de lintéractitne la cellule de plaquette immobilisée

et la bille recouverte de fibrinogéne avec déteatiom de la force de rupture. D’aprés
(Litvinov et al., 2002)

2. Objectifs du travall

De nombreuses recherches sont en cours pourfidemte nouveaux partenaires au
niveau des jonctions adhérentes, notamment desnpgings capables de relier les structures
jonctionnelles au cytosquelette d’actine et donsceptibles de transmettre les contraintes
meécaniques. En revanche, la contribution des sffoécaniques a la maturation des jonctions
et au remodelage des tissus est encore sous estimésait cependant que la présence de
forces est nécessaire a I'établissement des jorsctiBrevier et al.,, 2008; Ko and
McCulloch, 2001)

L'ojectif du travail initié dans ce domaine danetre laboratoire est d'étudier la
réponse mecanique des cellules endothéliales €ésoéparses ou en monocouche) par deux
approches complémentaires développées en pardfkle. précisément, nous cherchons a
déterminer, d’'une part, si la sensibilité a laditfi du substrat d’'une cellule individuelle est la
méme pour une monocouche de cellules endothélial@mt engagé des adhérences
intercellulaires a base de cadhérines. D’autre, papus nous intéressons aux forces

contractiles exercées par une monocouche de celliales des canaux déformables. En effet,
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la déformation des parois des canaux permet irtdiment de renseigner sur les forces

contractiles développée par les cellules.
3. Développement technologique et méthodes utilisée
a. Gels de polyacrylamide de rigidité controlée

La premiére étape du développement technologigti@e choisir, d’élaborer et de
caractériser le substrat sur lequel les cellule®trliales seront déposées afin de quantifier
les forces qu’elles développent. Le choix du sabstiest porté sur un gel de polyacrylamide.
En effet, apres fonctionnalisation, les cellulesyamt adhérer et se diviser pendant quelques
jours sans y pénétrer. L'atout majeur des gelsaligaprylamide est de pouvoir en contrdler la
rigidité (de quelques centaines de Pascal a 50. WRa)r ce travail ce n'est pas le ratio
acrylamide/bis-acrylamide qui nous permet de cdetréa rigidité. En effet, nous avons
choisi de réticuler les gels de polyacrylamideade d’initiateurs photosensibles qui nous
permettent de contrdler la rigidité du substratfaisant varier le temps d’insolation des

échantillons et/ou la puissance de l'irradiation.

o Laser

Amplificateur

Photorécepteur

Echantillon
Figure 39 : Principe de 'AFM.

Le principe se base sur les interactions entrédiédlon et une pointe « sonde » montée sur
un microlevier flexible. La pointe balaie (scante}urface de I'’échantillon et la déflexion du
microlevier est détectée par un laser.

Pour étudier le comportement des cellules endailleéliet notamment la transmission de
I'information mécanique, nous déposons les cellsli@és un substrat a double rigidité avec
pour objectif de limiter au maximum la zone de &ition entre les deux rigidité (=

changement abrupt de rigidité). Pour ce faire, natigulons le gel de polyacrylamide a
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travers un masque de chrome dont I'épaisseur pedeanoduler l'insolation et donc la
rigidité du gel au cours de la réticulation aux UV.

La caractérisation de ce substrat est realiséeMparoscopie a Force Atomique
(AFM). Le principe du microscope a force atomique basé sur l'interaction avec une
surface d’'une pointe « sonde » qui est reliée mignolevier flexible que I'on peut approcher
ou éloigner de la surface de I'échantillofigure 39). Avec ce type de méthode, il est

possible de mesurer la rigidité d’un échantillomsague sa topographie.
b. Substrats en PDMS microstructurés

La seconde approche développée consiste a postiame monocouche de cellules
endothéliales dans des canaux de piliers déformabitabituellement, les substrats
microstructurés servent a mesurer les forces éesreellules et la matrice (€figure 30 et

[1I.A.3. Substrats microstructurés pour I'étude tteses engageées par les cellules).

A B
Ft
|i—a- Fn -1—]
- Fn

Monocouche

endothéliale Monocouche
‘ endothéliale Pilier
[_., .._] Pilier

Ft ©

Figure 40 : Géométrie des canaux.

(A) Géométrie rectiligne donnant accés aux forcesmales. (B) Géométrie circulaire
donnant acces aux forces tangentielles.

Ici, l'originalité est de sonder les forces intdhalaires en canalisant les cellules entre
les canaux de piliers et non sur les piliers. Libaéation des parois des piliers fournit des
renseignements sur les forces contractiles exerégeseffet, dans un régime de faible
déeformation la déflexion des piliers est propontielte a la force appliquée. Deux géométries
de canaux ont été envisagées : rectiligne et aireul Les forces normales aux parois
cellulaires défléchiront les parois de canaux ligais, tandis que les forces tangentielles
devraient étre accessibles avec une géométrie laineu(Figure 40 : Géométrie des

canauxi-igure 40).
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Les piliers sont constitués de PDMS, un élastomgiczompatible, transparent et
possédant une large gamme de rigidig réalisation de tels substrats se fait en plusiétapes

successives réesumées suFigure 41

2 1 01 1

Insolation de la résine a travers
un masque de chrome

Développement de la résine

“ Gravure profonde du silicium

Traitement anti-adhésif o

Etalement du PDMS dans le moule

PDMS démoulé
Figure 41 : Fabrication des substrats en PDMS

(A) Les différentes étapes de fabrication de Elieée PDMS. Le moule est réalisé en silicium.
La premiere phase du procédé est appelée litogragihse déroule en trois étapes. Afin de
graver les motifs de piliers dans le silicium, ¢&luest d’abord recouvert d’'une résine
photosensible. Un masque de chrome aux motifs desspest apposé par-dessus avant
insolation aux rayons UVA(= 365 nm). L'exposition aux rayons UV crée des réastau
sein de la résine et engendre des modificationmighies qui modifient la solubilité de la
résine. Pour développer le motif des piliers suekine, celle-ci est mise en contact avec un
solvant qui a pour but de dissoudre toutes les ok ont été exposées aux rayons UV et
garde intact les zones protégées par le masquérdene. Le motif étant imprimé sur la
résine, le procédé utilisé pour graver le siliciast la gravure ionique DRIE (Deep Reactive
lon Etching). Ce type de gravure seche utilise plasma (gaz tres réactifs constitués d’'un
mélange d’électrons, d’ions, d’atomes et de mo&xjubour graver le moule des piliers dans
le silicium. Le moule obtenu est traité par uneaugoh anti-adhésive avant d’étre rempli par
une solution de PDMS. La derniére du procédé dection est le démoulage. (B) (C) et (D)
Clichés en micoscopie électronique a balayage dulen@) barre d’échelle 6 um et des
piliers de PDMS a différents grossissements (Chebdiéchelle 6 um et (D) barre d’échelle
75 pm.

Apres obtention des substrats micropatternés étaqge tres importante avant la mise
en culture des cellules sur les substrats estnetitmnalisation. En effet, pour canaliser les
cellules au fond des canaux, il faut rendre afitrastcertaines zones du subtrat (le PDMS est
hydrophobe et donc répulsif pour les cellules)éputsives d’autres zones, le haut des piliers
par exemple. Pour ce faire, le substrat de PDMXast un premier temps, rendu hydrophile

par un plasma oxygéne immédiatement suivi d’'une ension dans la fibronectine pour
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favoriser I'adhérence des cellules. A I'inversehbut des piliers est rendu répulsif par une
solution de PLL-PEG (Poly(L-Lysine)-Poly(EthylendyGol)) afin d’éviter que les cellules

ne s’installent sur les piliers au lieu de s’'intder entre les canaux.
4. Résultats préliminaires

a. Influence de la rigidité matricielle sur les adRrences

intercellulaires

L'observation d’'HUVECSs isolées sur des gels deyaalylamide a double rigidité a
permis de mettre en évidence un comportement agbubtiéfini : les cellules individuelles

sont guidées par le gradient de rigidité.
A B

Figure 42 : Comportement des HUVECSs sur un substrah double rigidité.

(A) Migration préférentielle de la partie molle sda partie rigide. (B) Alignement cellulaire
parralléle a la frontiére c6té partie rigide. (Gnmportement d’'une population de cellules an
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présence (fleche violette) et en absence (flechte)vée contact intercellulaires.

En effet, comme illustré sur leigure 42 A les HUVECs de la partie molle du
substrat ont tendance a traverser la frontieragi@ité pour migrer sur la partie plus ferme.
Inversement, les HUVECs présentes sur la partiglaiglu substrat ne traversent pas le
gradient de rigidité et s’alignent parallelementaafrontiere Figure 42 B). Ces résultats
indiquent que les HUVECs sont sensibles a la fgiddu substrat et migrent
préférentiellement sur un substrat rigide. Cecdtarconfirmer les résultats obtenus pour les
cellules musculaires liss@senberg et al., 2009)

A I'échelle d'une population de cellule, le comigonent est identique a celui observé
sur cellules isolées si les cellules en présenostrpas établis de contact intercellulaire. En
revanche, deés que les cellules commencent a étdircontacts entre elles, il semblerait
gu’elles perdent leur sensibilité a la rigidité dubstrat. En effet, les cellules ayant des
contacts intercellulaires avec les cellules vowsitraversent la frontiere séparant les zones
ayant des rigidités différenteigure 42 Cfleche violette) et retournent sur la partir rigjiein
absence de contacts avec d’autres celllapife 42 Cfleche verte). Par ailleurs, lorsque la
densité cellulaire augmente, les cellules sontrtigsade maniere homognene entre la partie
molle et la partie rigide.

Une autre approche a également été testée pouehmmgler la relation entre
adhérence cellule-matrice et adhérence celluledeelBur des substrats de polyacrylamide de
rigidité uniforme, une population éparse de cefluldUVECs a été ensemencées afin
d’observer leur comportement. L'imagerie en coriérade phase permet de suivre le
comportement macroscopique des cellules entre ellemt a I'imagerie en fluorescence, elle
permet de suivre le comportement des billes femates incorporées préalablement dans le
substrat pour évaluer I'impact des cellules sumktrice extracellulaire. Plus précisément,
I'objectif est de mesurer la dynamique des chamesfaices transmises a la matrice
extracellulaire en présence et en absence de goscintercellulaires. C’est ainsi qu’une
technique de microscopie a force de traction anéig® au point en collaboration avec le
groupe d’Heéléne Delanoé-Ayari afin de suivre lepldéements de la surface du substrat
(matérialisé par les billes) en réponse aux trastioellulaires exercées par les HUVECs.
L’idée est de mesurer expérimentalement la défoomatu motif visuel (constitué par les
billes fluorescentes incorporées dans le gel) dfextraire le champ de force a partir du
champ de déformation. La méthode utilisée consisieverser I'équation d’élasticité pour

mesurer les forces cellulaires et exprimer la faoes la forme d’'une combinaison linéaire
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des composantes de déplacements. De maniére sdanfanadt simplifiée, I'équation
d’élasticité s’écrit :U =M xF ou U est le déplacement gt x F , le produit matriciel entre

une matrice de transfert et le vecteur force. Brensant I'équation d’élasticité on obtient :

F=UxM™, ce qui nous permet a partir des mesures expéiamesndu déplacements des
billes de remonter aux forces cellulaires.

Voici en Figure 43 les premiers résultats obtenus pour un doubleU¥EC, en
absence de contact cellulaire au départ, et auscder I'établissement des jonctions
intercellulaires. En absence de contact, les edluk présente pas de polarisation particuliere
et sont dites « isotropes ». En revanche, a mepwedes contacts intercellulaires se forment,
on peut observer un comportement asymétrique des ckdlules en contact. En effet, 'une
d’entre elle acquiére une certaine polarité, tangii® la seconde conserve sa forme
isotropique. Par ailleurs, les champs de forcesurdesmontrent que I'apparition des contacts
cellulaires s’accompagne localement d’'une réductles forces au niveau de la jonction
naissante. Ces résultats vont dans le sens desixrgubliés par Maruthamuthu qui montrent
gu’en présence de jonctions intercellulaires edé&ax cellules MDCK, les forces transmises
a la matrice diminuent localeme@iaruthamuthu et al., 2011)

Ces résultats démontrent clairement d’'une pa#, lgs cellules endothéliales sentent
la rigidité de leur substrat et d’autre part quigmsence de jonctions intercellulaires, le
comportement des cellules endothéliales vis-a-\as lal matrice extracellulaire semble
modifie. En effet, celles-ci perdent la sensibilé@éla rigidité du substrat en présence de
contacts avec d’autres cellules. Parallelementailune diminution locale des forces qu’elles
transmettent & la matrice. Pour poursuivre cesatravsur la sensibilité des cellules
endothéliales a la rigidité, nous envisageons diétyau niveau moléculaire, la réponse des
cellules en fonction de la rigidité du substratieBement, il sera possible de suivre les
modifications de composition protéique au niveas pctions adhérentes et des plagues
d’adhérence focale en filmant le comportement degipales protéines impliquées dans les
jonctions intercellulaires et les plaques d’adhéeeffocale. Par exemple, la localisation
subcellulaire de la taline, principale partenaiggoplasmique des intégrines, pourra étre
suivie en fonction de la rigidité du substrat etfenction de I'établissement de contacts
intercellulaires. On pourra ainsi déterminer comies cellules ajustent leur comportement

en fonction de la rigidité du substrat et de I'atze#présence de jonctions intercellulaires.
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Figure 43 : Analyse des données de microscopie &de de traction

(A) Superposition d'une image en contraste de pbaseellules HUVECs avec une image en

fluorescence des billes incorporées au substratR€@ultat de I'analyse des déplacements de
billes. Les cellules ont été découpées en plusiezoees. Les fleches noires représentent la
force résultante a I'intérieure de la zone, isseid’@halyse du déplacement des billes dans la

matrice.
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b. Détermination de la contractilité d’'une monocoube

La deuxieme approche de ce projet fait appel autre type de substrat : le PDMS.
Les substrats en PDMS réalisés pour accueillir cdsures de cellules HUVEC sont
composes de canaux et de piliers déformables gueopermettre de déterminer la force
engendrée par la contractilité d’'une monocouchetédiale.

Quelques jours

e
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Figure 44 : Premiers essais de cultures d’'HUVECSs sles canaux déformables

Images en contraste de phase de cellules HUVEQgugseheures (A) et quelques jours (B)
aprés ensemencement sur des substrats plans de.RDMBéflexions des piliers induites
par les HUVECs sur des canaux de géométrie rautileg circulaire.

Jusqu’a aujourd’hui, il était souhaitable que d¢eflules adhérent et évoluent « sur »
les piliers puisque ce genre de substrat étaitcipatement utilisé pour étudier les forces
transmises par les cellules a la matiicel et al., 2010a) L'originalité de ce travail est de
vouloir « canaliser » les cellules entre les carafirxd’avoir accés aux forces intercellulaires
développées par les cellules. Ces substrats fomaizés avec de la fibronectine ont été
validés pour la culture dHUVECSs. En effet, leslakels ont une bonne capacité d’adhérence
sur le substratHjgure 44 A) et sont aisément amplifiées pendant plusieunsjgusqu’a sept
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jours) Figure 44 B). Par ailleurs, on peut également voir le comgrodnt des cellules vis-a-
vis des piliers sur |&igure 44 C Les déflexions de piliers sur canaux de géoméddsligne
et circulaire sont facilement visualisées sur dehé&s de microscopie en contraste de phase
(Figure 44 Q.

Cependant, alors que nous attendions un étaletesntellules sur le fond du substrat
entre les piliers, I'imagerie confocale nous appales images qui montrent qu’en réalité les

HUVECSs s’installent sur les piliers contrairemerteaqui était attendur{gure 45).

===Noyau
======Pilier

g ----------Membrane

Figure 45 : Vue en 3 dimensions du positionnementuhe cellule HUVEC sur les piliers

Image confocale incluant des coupes en Z qui péemetde visualiser dans les trois
dimensions le positionnement de la cellule HUVECrpaport aux piliers.

Cette constatation est un sérieux obstacle atkrrdénation de la contractilité d’'une
monocouche endothéliale. En adhérant a la surfaseptliers, il est impossible de mesurer
une déflexion des piliers qui refléte les forcdericellulaires mises en jeu. Pour contourner le
probléme, un important travail de mise au pointté@ réalisé afin de trouver un montage
associant zones « attractives » et zones « répslsiypour les cellules. Ce nouveau montage
est schématisé sur kagure 46 A. Simplement, au lieu de réaliser des rangées ube pibers
cOte a cOte, on intercale un canal plein de PDM&eateux rangees de piliers. En rendant,
ces canaux « pleins » répulsifs pour les celluiésa au PLL-PEG, les cellules n'ont pas
d’autres choix que de ¢s'installer dans les canawddes » fonctionnalisés avec la

fibronectine. Si le procédé pour réaliser un télssrat est au point comme le montre le cliché
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en microscopie €lectronique a balayagégi(re 46 B), I'analyse du comportement des

cellules sur ce genre de capteur de force estns cétude.
A B

Cellul
I Pilicr (§) Coliules

PLL-PEG

.Canal remplis de PDMS
= Fibronectine

Figure 46 : Nouveau systéme de canaux déformables

(A) Représentation schématique du montage allianég attractives fonctionnalisées avec de
la fibronectine et zones répulsives fonctionnabséwec le PLL-PEG. (B) Cliché en
microscopie a balayage électronique du systémee(b&chelle 30 um).

5. Perspectives du projet

Ce projet, développé autour de forces intercetkkda par deux approches
complémentaires, permettra, a terme, d’'étudieolgplage entre la rigidité du substrat et la
contractilité de la monocouche. En effet, I'objedinal est de tapisser le fond des canaux
avec un hydrogel de polyacrylamide de rigidité oc@lge Eigure 47). Il sera ainsi possible de
mettre en relation la contractilité cellulaire av@acomposition et la dynamique de protéines
spécifiques des jonctions adhérentes.

A B

2pum 2um
oo g i -
10pm

capteur de force

25-100 pm
hydrogel (kPa)

prm ‘

élastomeére (MPa)

VEITE

Figure 47 : Modélisation du capteur de force

(A) Représentation schématique de canaux déforméBleVue en coupe du capteur de force
montrant comment la contraction des cellules dééoles parois latérales des canaux.
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Ce projet collaboratif permet dans un premier tenpacquérir de nouvelles
connaissances sur le comportement cellulaires-vis-de I'environnement mécanique avec
un modele cellulaire qui nous intéresse tout palifdoement a savoir un endothélium
reconstituén vitro. Par ailleurs, il sera vraiment intéressant dsdil toutes les techniques
développées dans ce projet pour caractériser auxnmé réle d’EPLIN dans les cellules
endothéliales. En effet, comme nous avons pu letreiodans la premiére partie des résultats
expérimentaux, il semble que le phénotype provagud’'absence d’EPLIN dans une matrice
de matrigel soit en lien avec les forces miseseenau cours de I'élaboration des structures
précapillaires. Ainsi, comparer la contractilitéudé monocouche endothéliale avec et sans
EPLIN nous permettra d’affirmer ou d'infirmer I'hgthése d’'une augmentation des forces
transmises aux jonctions intercellulaires potelaieént responsable des cassures au sein du

réseau vasculaire.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Ce manuscrit est I'aboutissement de quatre anngédsadaux qui ont débuté en 2007 a la
suite de la thése de Stéphanie Heyraud. Cetteéaderai montré, notamment par analyse
protéomique, la complexité de la jonction adhéremterendothéliale en apportant de
nouveaux éléments permettant d’appréhender soneuithe et sa biologie. En effet, grace a
I'analyse protéomique, il a été découvert que lamexe jonctionnel a base de VE-cadhérine
est relié a de nombreuses protéines liant l'actDes résultats laissaient entrevoir que la
connexion du complexe a base de VE-cadhérine aosaqyelette d’actine n’était pas
constituée d’'un seul et unique lien protéique ndaise multiplicité de liens a découvrir et a
caractériser. D’ailleurs, des 2005, la littérattemettait en cause le modéle figé selon lequel
I’ a-caténine était capable d’assumer seule la fona®idiaison du complexe cadhérire/
caténine au cytosquelette d'actiiirees et al., 2005; Yamada et al., 2005b)

Dans ce contexte et suite a I'analyse protéeomrgaéisée au laboratoire, Stéphanie
Heyraud a montré que I'annexine A2 est a I'origifne connexion entre le complexe a base
de VE-cadhérine et le cytosquelette d’ac(iHeyraud et al., 2008) Cette interaction permet
d’arrimer le complexe a base de VE-cadhérine aaleaax de cholestérol dans lesquels
'annexine A2 est enchassée mais aussi de connecigectement le complexe de VE-
cadhérine au cytosquelette d’actine, I'annexinegfght une « actin binding protein ». Ce lien
a pour effet de restreindre la diffusion latéralecdmplexe a base de VE-cadhérine au niveau
de la membrane plasmique et de stabiliser lesipretadhérentes des cellules endothéliales
confluentes.

Toujours au laboratoire, Sébastien Almagro a pieuss montré que la protéine
moteur myosine X est une autre protéine qui seéntefmédiaire entre le complexe a base de
VE-cadhérine et les microfilaments d’actine @&hnexe) (Almagro et al., 2010) En
interagissant avec le complexe VE-cadhérine/cagSnicette protéine déplace des « clusters »
de VE-cadhérine le long des filopodes en utiliskast filaments d’actine intrafilopodiaux
comme des rails. Lorsque ces « clusters » atteighextrémité des filopodes, ils sy
maintiennent alors que ces derniers s’allongenseuétractent. L'émission de filopodes
permet d’élaborer des ponts entre les cellules ttoast ainsi les premiers contacts
intercellulaires : les molécules de VE-cadhéririaésis a I'extrémité des filopodes élaborent
des interactions homophiliques avec les molécude¥E-cadhérine de la cellule ciblée. Ces
premiers contacts permettent alors a de nouveltdéaules de VE-cadhérine d’'étre engagées
a leur tour dans des interactions homophiliquesc@&te facon, le transport des molécules de
VE-cadhérine le long des filopodes par la myosingpefmet d'initier les contacts entre

cellules voisines.
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Enfin, en 2008, I'’équipe de Takeichi a apporténonvel élément de compréhension
sur le lien entre complexe cadhérfireaténine et microfilaments d’actine. Cette équape
décrit la protéine EPLIN comme étant capable deerele complexe E-cadhérire/
caténined-caténine au cytosquelette d’actine en s’assosiamiltanément a d-caténine et a
I'actine, stabilisant ainsi le réseau d’actine icate des cellules épithélialg®\be and
Takeichi, 2008)

Il ressort de ces différentes études une muliiplid’interactions existant entre le
complexe a base de VE-cadhérine et le cytosquel&tttine qui est a la base du remodelage

des jonctions adhérentes ou de leur stabilisakaju(e 48).

R ——
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Extra ' "
ok 40
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EP ?
actine actine
Ancienne vision : lien unique Nouvelle vision : liens multiples

Figure 48 : Connexions entre le complexe VE-cadhém/caténines et le cytosquelette
d’actine.

L’ancienne vision faisait état d’'un unique lienrene complexe a base de VE-cadhérine et le
cytosquelette d’actine. En réalité, le mécanistaaatage du complexe jonctionnel a I'actine
est plus sophistigué comme le suggeérent plusigudeg(Almagro et al., 2010; Drees et al.,
2005; Heyraud et al., 2008; Yamada et al., 2005bpans ce nouveau schéma, EPLIN
pourraient établir une connexion entre le compMkecadhérine/caténines et le cytosquelette
d’actine comme elle le fait pour le complexe E-citie/caténinegAbe and Takeichi,
2008)

C’est dans ce contexte bibliographique et propreothe équipe que mon projet de
thése a débuté. Nous nous sommes alors demandéLB\ Ppouvait contribuer a relier le
cytosquelette d’actine au complexe jonctionnel damsmodéle d’endothélium reconstitué.
Les premiers éléments que nous avons apportéseattes’EPLIN, sous ses deux isoformes,
est exprimée tant au niveau ARN que protéique ddifferents modeles cellulaires
endothéliaux drticle, figure 1) contrairement a ce qui avait pu étre publié aaneamt(Jiang

et al., 2008; Maul and Chang, 1999; Sanders et aR010) Nous avons également localisé
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cette protéine au niveau des jonctions intercetiedamatures la ou s’expriment également
I'a-caténine et la VE-cadhérinarficle, figures 2 et 3. Par voie biochimique, il nous a été
possible d'impliquer EPLIN dans le complexe jonotiel endothélialdrticle, figure 4 A a

E) et de prouver l'interaction entre EPLIN @fcaténine, et ce indépendamment de l'actine
(article, figure 4 F et G).

Pour élucider le réle d’EPLIN au sein de I'enddit@, nous avons eu recours a
divers tests fonctionnels (adhérence, migratioalif@ration, capacité a former des structures
pré-capillaires). D’aprés nos résultats, il sendtequ’EPLIN ne modifie pas les capacités
d’adhérence, de migration et de prolifération dafies endothélialesafticle, figure 7). En
revanche, il apparait trés clairement que le KDognDown) d’EPLIN entrave la formation
de structures pseudo-vasculaires en matrice dagalaten effet, les structures préformeées
dans les temps précoces régressent en raison daeremsntervenant au sein du réseau
(article, figure 9). Ce résultat majeur peut donner lieu a plusieuesprétations. Nous avons
tout d’abord émis I'hypothese qu’en absence d’ERIA\VE-cadhérine n’était plus stabilisée
au niveau des jonctions intercellulaires provoquansi une instabilité et une fragilité des
structures jonctionnelles qui pourraient expliqles ruptures observées. Néanmoins, les
expériences de FRAP gue nous avons réalisées mbyseomis d’écarter cette hypothése,
puisque la mobilité de la VE-cadhérine a la memérast inchangée en présence ou en
absence d’EPLINgrticle, figure 8).

D’autres interprétations restent possibles pourigxer les cassures observées au
cours du remaniement des structures pseudo-vassukm matrice de matrigel en I'absence
d’EPLIN. Ainsi, il est possible gu'en absence d’HRL le mécanisme de mécano-
transduction régie pard:caténine soit perturb@&onemura et al., 2010).

Les différentes expériences menées conjointem@ntE®LIN et vinculine
indiquent une coopération entre les deux protéibesnsemble des résultats expérimentaux

obtenus peut étre schématisé par le modéle prgposafigure 49.
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Figure 49 : Modéle de mécano-transduction compatiblavec les résultats expérimentaux

En temps normal, les cellules endothéliales orgasissont soumises aux tensions
provenant de l'intérieur de la cellule par le cyloslette d’actine et de I'extérieur de la cellule
par les liaisons homotypiques entre molécules decdiheérine figure 49. A). Sous tension,
I'a-caténine est alors présente sous sa forme étirgmeld interagir librement avec la
vinculine et EPLIN. En revanche, lorsque ces tarsidiminuent, par exemple lorsque la
contractilité dépendante de la Myosine Il est igkilpar la blebbistatine, le site d’interaction
de l'a-caténine pour la vinculine est masqué rendantefaction a-caténine/vinculine
impossible figure 49. B). Enfin, en absence d’EPLIN,oFcaténine n’interagit ni avec la
vinculine, ni avec EPLIN, rendant le dialogue en&geytosquelette d’actine et le complexe

jonctionnel impossiblefigure 49. C). Cette absence de dialogue pourrait expliquer les
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défauts d’organisation observés en absence d’ERLINIe cytosquelette d’actine et sur la
formation des réseaux pseudo-vasculaires en maleiceatrigel.

L’ensemble des résultats obtenus au sein de I'écaifortement contribué a envisager
la jonction interendothéliale sous un nouveau jdusqu’en 2005, d-caténine représentait le
seul lien direct entre le complexe jonctionneleetytosquelette d’actine. Cette vision figée du
lien entre jonction et cytosquelette est remiseodr jpar différents résultats acquis au
laboratoire qui contribuent & une nouvelle architexde la jonction interendothélialieg(re
50). Il s’avere, en effet, qu’il existe une multiptee de liens permettant I'ancrage du
cytosquelette d’actine aux jonctions qui évoluefemction de I'état de maturation de la

jonction, des tensions environnantes, des paresain présence.

VE-cadhérine

VE-cadhérine

Figure 50 : Nouvelle architecture de la jonction iterendothéliale.

Par ailleurs les travaux réalisés en collaboratieec le Laboratoire des Technologies
pour la Microélectronique (LTM) nous permettentriVessager a moyen terme une nouvelle
approche pour élucider la contribution de diffésemtteurs (EPLIN, vinculine, Annexine A2)
aux forces exercées par les cellules en fonctiola @@mposition moléculaire des jonctions.
On pourra par exemple déterminer si la contragtifies cellules endothéliales en absence
d’EPLIN est plus importante qu’en présence d’EPIleiN déposant des cellules contrdle ou
dépourvues d’EPLIN dans des canaux de PDMS. Ceasédsrésultant de travaux menés en
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parallele par des biologistes, des physiciens et demistes permettraient d’évaluer le
comportement cellulaire en absence de chacun denpaes pour évaluer leur contribution
respective a la transmission des forces.

Ces nouvelles technologies devraient permettreptéqender de maniére plus précise
le mécanisme par lequel EPLIN renforce les joneatioriercellulaires en leur permettant de

répondre aux tensions qui s'exercent sur le régasculaire.
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The Motor Protein Myosin-X Transports VE-Cadherin along Filopodia
To Allow the Formation of Early Endothelial Cell-Cell Contacts"
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Vascular endothelium (VE), the monolayer of endothelial cells that lines the vascular tree, undergoes
damage at the basis of some vascular diseases. Its integrity is maintained by VE-cadherin, an adhesive receptor
localized at cell-cell junctions. Here, we show that VE-cadherin is also located at the tip and along filopodia in
sparse or subconfluent endothelial cells. We observed that VE-cadherin navigates along intrafilopodial actin
filaments. We found that the actin motor protein myosin-X is colocalized and moves synchronously with
filopodial VE-cadherin. Imnmunoprecipitation and pulldown assays confirmed that myosin-X is directly asso-
ciated with the VE-cadherin complex. Furthermore, expression of a dominant-negative mutant of myosin-X
revealed that myosin-X is required for VE-cadherin export to cell edges and filopodia. These features indicate
that myosin-X establishes a link between the actin cytoskeleton and VE-cadherin, thereby allowing VE-
cadherin transportation along intrafilopodial actin cables. In conclusion, we propose that VE-cadherin traf-
ficking along filopodia using myosin-X motor protein is a prerequisite for cell-cell junction formation. This
mechanism may have functional consequences for endothelium repair in pathological settings.

The endothelium is composed of a monolayer of endothelial
cells that lines the vascular tree. Hemodynamic forces, im-
mune-mediated mechanisms, or drug ingestion can injure the
endothelium (35). These types of damage are frequently ac-
companied by a loss of endothelium integrity, an increase in
vascular permeability, and possibly by a detachment of endo-
thelial cells from vascular walls (14). These alterations can be
circumvented by initiating rapid repair mechanisms that rees-
tablish endothelium integrity and consequently reduce the ex-
tent of vascular diseases. The molecular mechanisms at the
basis of the endothelium repair process remain elusive, but it
can be assumed that the reconstitution of endothelium integ-
rity requires cell-cell junction rebuilding.

In the endothelium, intercellular adherence is maintained by
tight and adherens junctions. Adherens junctions are particu-
larly crucial in controlling the formation and maintenance of
interendothelial adhesion and constitute dynamic structures
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that undergo remodeling in migrating as well as resting cells
(31). They are essentially composed of vascular endothelial-
cadherin (VE-Cad) (22), an adhesive receptor able to elabo-
rate homophilic/homotypic interactions via its extracellular do-
main and to recruit, through its cytoplasmic tail, partners such
as a-, B-, and ~y-catenins and p120 (1). Catenins, in turn, pro-
mote the association of the adherens junction with the actin
cytoskeleton, another player regulating vascular endothelial
barrier function, by molecular mechanisms that are incom-
pletely defined (8). Although there is a general agreement
about the critical role played by actin filaments in the mainte-
nance of mature cell-cell junctions (27, 41), their precise role in
the elaboration of premature adherens junctions is poorly un-
derstood. Some studies indicate that cells form intercellular
junctions by a dynamic process driven by actin polymerization
(38). It was proposed but, to our knowledge not firmly dem-
onstrated, that cell-cell junction formation is initiated by the
production of filopodia emanating from neighboring cells (3,
30, 39, 42). Filopodia lead to the elaboration of puncta, which
correspond to microdomains where cadherin molecules con-
centrate together with their intracellular partners (3). These
puncta spatially coincide with cell membrane attachment sites
for actin filaments (2). The mechanism by which puncta are
elaborated remains to be elucidated.

Filopodia are highly dynamic structures filled with bundles
of linear actin filaments (15). Their protrusion is driven by
actin polymerization taking place at filament barbed ends that
are mainly located at filopodium tips (24). The precise mech-
anisms of the nucleation and elongation of filopodia are con-
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FIG. 1. Biochemical characterization of the anti-MyoX antibody. (A) The rabbit polyclonal anti-myosin-X antibody identified a polypeptide
band of the expected molecular mass in lysates of GFP-MyoX-expressing CHO cells. In contrast, no specific band was detected in lysates of
GFP-expressing CHO cells, indicating that no MyoX is expressed in CHO cells. The arrow points out intact GFP-MyoX, whereas arrowheads
indicate degradation products. M, molecular mass markers. (B) CHO cells expressing GFP-MyoX were immunofluorescently stained for MyoX.
We observed that the intrinsic fluorescence of the GFP tag (Intr Fluo) colocalized with the immunostaining of MyoX (Anti-MyoX), thus attesting

to the specificity of the antibody for MyoX.

troversial. In fact, two mechanisms for their formation have
been proposed, each using different sets of actin-regulating
proteins. According to the “convergent elongation model,”
filopodia are continuously initiated by the elongation of pre-
existing lamellipodial actin filaments (34). This remodeling of
actin filaments should require the branching activity of Arp2/3
(29), the F-actin-bundling activity of fascin along filopodium
shafts and the anticapping activity of Ena/VASP at the barbed
ends of actin filaments (4). In the opposing model, it was
proposed that some members of the formin family such as
Dia2 perform all these activities (17). Indeed, in vitro, Dia2
nucleates linear actin filaments, accelerates actin polymeriza-
tion, and protects barbed ends from capping proteins, thus
slowing actin depolymerization (7, 17). Additionally, new play-
ers such as myosin-X (MyoX), able to induce filopodium for-
mation, have been recently discovered.

Here, using cryo-electron microscopy (cryo-EM), we show
that VE-cadherin is not exclusively located at cell-cell junctions
but is also present along and at the tip of filopodia in sparse
endothelial cells. By video microscopy, we observed that VE-
cadherin migrates along filopodia in forward and backward
movements. We hypothesized that motor proteins of the my-
osin family may be involved in the VE-cadherin transportation
along filopodia. We considered MyoX as a potential candidate
for promoting VE-cadherin trafficking.

Myosins participate in a range of diverse cellular processes
such as cell migration, membrane trafficking, and formation of
cellular protrusions. They share conserved structural features
such as a motor domain located at their N termini that can
bind to actin filaments and hydrolyze ATP to produce move-
ment and force. At their C termini, members of the unconven-
tional myosin family such as myosin-VII, -X, -XII, and -XV
exhibit a myosin tail homology 4 domain (MyTH4) followed by
a FERM (band 4.1 protein, ezrin, radixin, and moesin) domain
that confers upon them with the ability to perform unique
cellular functions (6). A fascinating feature of MyoX is that it
uses its motor activity to move along the intrafilopodial actin
filaments. This probably allows MyoX to carry cargoes along
filopodia. Potential cargoes are the B-chains of integrins, re-

cently reported to directly interact with the FERM domain of
MyoX (43), and Mena/VASP, which is synchronously trans-
ported with MyoX toward the tip or the base of filopodia (36).
In addition to its motor and transport functions, MyoX also
promotes the formation of filopodia (5, 9, 37). Hence, MyoX
overexpression stimulates filopodium growth (5), whereas its
knockdown decreases filopodium formation (9, 28, 37).

Herein, we discovered that MyoX is colocalized with VE-
cadherin in filopodia and moves synchronously with it. Using
immunoprecipitation (IP) experiments and pulldown assays,
we demonstrated that MyoX interacts with the VE-Cad—cate-
nin complex. Our data thus support a role of MyoX in the
transportation of VE-cadherin along intrafilopodial actin. The
forward MyoX-mediated transport facilitates the accumulation
of VE-Cad at the tips of filopodia, where VE-Cad can interact
with partners of adjacent cells, thus establishing preliminary
cell-cell contacts. Formation of these early cell-cell contacts
can be inhibited by blocking MyoX transport capacity. At filo-
podium tips, VE-Cad linked to MyoX, but not engaged in
homophilic interactions, may also be transported backwards to
the cell body by the actin retrograde flow. Once at the lamel-
lipodium edge, VE-Cad can be picked up again by newly
formed filopodia. Our data suggest that MyoX-mediated trans-
port of the VE-Cad—catenin complex along filopodia is a key
event required for the early steps of formation of cell-cell
contacts, a process that may be of functional importance in
endothelium repair and angiogenesis.

MATERIALS AND METHODS

Drugs and antibodies. Fibronectin, latrunculin B (LaB), fluorescein isothio-
cyanate (FITC)- or rhodamine-conjugated phalloidin, and monoclonal antibody
(MADb) against a-catenin and B-actin were from Sigma-Aldrich. The MAb anti-
bodies against 3- and y-catenins and p120 were from Transduction Laboratories.
The affinity-purified polyclonal antibody (pAb) against human MyoX from SDI
(Newark, DE) was used in Western blot, immunoprecipitation, and immunoflu-
orescence analyses. Its biochemical characterization is presented in Fig. 1. The
pAD anti-B1 integrin antibody was a generous gift from C. Albiges-Rizo (25),
while the anti-glutathione S-transferase (anti-GST) pAb was from GE Health-
care. The anti-Cad3 pAb was used to immunoprecipitate the VE-Cad-based
complex (18); (19). The anti-VE-Cad pAb C-19 (Santa Cruz Biotechnology) and
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FIG. 2. Characterization of the fluorescent proteins VE-CFP, VE-YFP, and VE-DSR. (A) Biochemical characterization of VE-CFP, VE-YFP,
and VE-DSR. cDNA constructs expressing CFP, VE-CFP, YFP, VE-YFP, DSR, and VE-DSR were transfected in CHO cells. At 24 h
posttranfection, lysates of these transfected cells were analyzed by Western blotting. The anti-VE-Cad MAb BV9 identified polypeptide bands of
165, 150, and 190 kDa corresponding to the expected sizes for VE-CFP, VE-YFP and VE-DSR, respectively. These bands were not detected in
lysates of CHO cells expressing CFP, YFP, and DSR. In HUVECs used as a control, the wild-type (WT) form of VE-Cad was detected as a
135-kDa polypeptide band. (B) Coimmunoprecipitation of VE-DSR with catenins. Anti-VE-Cad immunoprecipitation (IP BV9) was performed
on VE-DSR-expressing CHO cells prior to being resolved on a 4 to 12% gradient gel, electrotransferred, and probed successively for VE-Cad,
p120, and B-catenin (B-cat). As control, an immunoprecipitation performed on VE-DSR-expressing CHO cells using rabbit nonimmune IgG (Ctr)
was analyzed in parallel. Molecular mass markers (M) are given at the margin of the panel. (C) Localization at cell-cell contacts of exogenous
VE-CFP, VE-YFP, and VE-DSR transiently expressed in HUVECs. HUVECs expressing VE-CFP, CFP, VE-YFP, YFP, VE-DSR, and DSR were
immunofluorescently stained for VE-Cad and observed by confocal microscopy. Then, the intrinsic fluorescence of the CFP, YFP, and DSR tags
(Intr fluo) was compared to the immunofluorescent staining (Anti-VE-Cad). As expected, the three fluorescent VE-Cad proteins were mainly
expressed at cell-cell junctions and on filopodia recapitulating the staining pattern of endogenous VE-Cad. In contrast, the proteins CFP, YFP,

and DSR did not present a specific localization. Bars, 20 pm.

MAb BV9 (11) (Abcam) were used in Western blot experiments. The monoclo-
nal antibody (MAb) BV9 is directed against the extracellular domain and the
polyclonal antibody (pAb) C-19 against the 19-amino-acid peptide at the VE-
Cad C terminus. The secondary Cy2- or Cy3-conjugated antibodies were from
Jackson Immunoresearch Laboratories, the Cy5-conjugated antibodies were
from GE Healthcare, and Alexa 488, 555, and 633 were purchased from
Invitrogen.

Cell culture. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were isolated
and cultured as previously described (16). Only cells on passage 2 were used.
HeLa cells and CHO cells were respectively cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM; Invitrogen) or in mimimal essential medium alpha
(a-MEM; Invitrogen) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and anti-
biotics.

cDNA constructs and protein expression in E. coli. A cDNA fragment con-
taining the sequence encoding the FERM domain of bovine MyoX (K1767 to
V2051) (6) was produced by PCR using the oligonucleotides 5'-GTGGATCCA
AGTTTGAAAAGCTGGCCGCC-3' (forward) and 5'-TCGACCCGGGTCAC
ACGGAGCGCGAGGTGCTGTA-3’" (reverse). After digestion with BamHI
and Xmal, the PCR fragment was then inserted into pGEX-4T1 (GE Health-
care) to elaborate the vector pGEX-4T1-FERM coding for the FERM domain
of MyoX fused with an N-terminus GST (GST-FERM). The protein GST-
FERM was then produced in BL21-RIL (Stratagene) and purified from inclusion
bodies dissolved in urea. The protein was in vitro refolded by rapid dilution in 50
mM Tris-HCI (pH 8) buffer containing 150 mM NaCl prior to being captured on
a glutathione-Sepharose column. The 59-kDa recombinant protein was purified

to homogeneity after elution using reduced glutathione. The His-tagged cyto-
plasmic domain of VE-Cad was obtained as previously described (40).

Eukaryotic expression vectors. The vector encoding green fluorescent protein
(GFP)-MyoX was kindly provided R. Cheney (5). Pro-VE-Cad cDNA was sub-
cloned in the Clontech vectors pAmCyanl-N1 and pZsYellowl-N1 to express
VE-Cad C-terminally fused with cyan fluorescent protain (VE-CFP) and yellow
fluorescent protein (VE-YFP). Additionally, Pro-VE-Cad was also C-terminally
fused with the tandem dimer of DsRed, tdimer2, using the vector pcDNA3.1-
DsRed previously described (12). This protein, designated VE-DSR, remained
monomeric because of its fusion with a tandem dimer of DsRed. Indeed, for-
mation of intramolecular contacts between the tandem DsRed moieties within
the same polypeptide prevents protein oligomerization (12). Additionally, the
tandem DsRed motif rendered VE-DSR resistant to photobleaching and con-
sequently perfectly well-adapted to video microscopy experiments. The charac-
terization of these fluorescent proteins is presented in Fig. 2. The specificity of
VE-DSR and GFP-MyoX localization in double-fluorescently transfected
HUVECs was also controlled (Fig. 3).

To express in HUVECs and CHO cells the protein GST-FERM-DSR, the
cukaryotic expression vector pcDNA3.1-GST-FERM-DSR was constructed by
amplifying by PCR the cDNA coding for the GST-FERM protein. This was
performed using the Escherichia coli expression vector pGEX-4T1-FERM and
the primers 5'-CACATCTAGAATGTCCCCTATACTAGGTTAT-3' and 5'-G
CAGATATCACGGAGCGCGAGGT-3'. Following digestion by Xbal and
EcoRYV, this PCR fragment was then introduced in the vector pcDNA 3.1-
DSRed to generate the eukaryotic expression vector pcDNA-GST-FERM-DSR,
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FIG. 3. Specificity of localization of VE-DSR and GFP-MyoX in double-fluorescently transfected HUVECs. To control the specificity of
GFP-MyoX localization, HUVECs coexpressing either GFP-MyoX and VE-DSR (panels at left) or GFP-MyoX and DSR (middle panels) were
analyzed in green and red fluorescence channels. Using ImagelJ, the fluorescent intensities (I) of GFP-MyoX spots (delimited by ellipses) were
measured and compared to the fluorescent intensities of the superimposed areas in the other channel. While the mean value for the Irp pyox/
Iy psr ratio ranges around 1 (20 measurements from 5 images), that of the Igpp.myox/Ipsr Tatio varied between 3 X 10° and infinite (20
measurements from 5 images). Similarly, to control the specificity of VE-DSR localization, HUVECs coexpressing GFP and VE-DSR were
analyzed in parallel for fluorescent localization (panels at right). While the mean value for the Iy psr/IGrp-myox Tatio ranges around 1, that of
the Iy psr/lgrp ratio varied between 1 X 10° and infinite (20 measurements from 5 images). From ratio-metric quantification, it can be deduced
that the localization of VE-DSR or GFP-MyoX is not disturbed by GFP- and DSR-associated fluorescence, respectively.

coding for GST-FERM-DSR. Similarly, to express in HUVECs and CHO cells,
the protein GST-DSR, the eukaryotic expression vector pcDNA-GST-DSR was
elaborated by amplifying the cDNA coding for GST. This was made using the
vector pGEX-4T1 (GE-Healthcare) and the primers 5'-CCGCTCGAGATGTC
CCCTATACTAGGTTATTG-3’ and 5'-GCGGATCCTTATCCGATTTTGGA
GGATGGTC-3'. Following digestion by Xhol and BamHI, this fragment was
inserted into the eukaryotic expression vector pcDNA-DSRed to generate the
vector pcDNA-GST-DSR coding for GST-DSR.

Transfections. Once seeded on glass coverslips or Labtek I (Nunc, Rochester,
NY), HUVECs were transiently transfected using 200 nM polyethylenimine
(PEIL Sigma-Aldrich) added in cell medium culture devoid of serum during 45
min at 37°C. HeLa and CHO cells were transfected using Exgen 500 (Eurome-
dex) according to the manufacturer’s protocol.

Immunoprecipitation and GST pulldown assays. For pulldown assays, cell
lysates (57 cm?) were incubated overnight at 4°C with 200 .l of glutathione beads
coupled to either GST or GST-FERM proteins in the presence or absence of 100
wM latrunculin B (LaB). After three washing steps in lysis buffer, consisting of 10
mM PIPES [piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid), pH 7.7], containing 100
mM NaCl, 300 mM sucrose, 3 mM MgCl,, 1 mM EDTA, and 0.5% NP-40,
pulled-down proteins were eluted with 100 pl washing buffer containing 20 mM
reduced glutathione and then boiled with Laemmli buffer containing B-mercap-
toethanol.

For immunoprecipitations, endothelial cell or CHO monolayers (57 cm?) were
lysed for 5 min at 4°C and scrapped in 500 pl radioimmunoprecipitation assay
(RIPA) buffer (phosphate-buffered saline [PBS], pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM
MgCl,, 0.5% deoxycholate, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 1 mM ATP, containing
a protease inhibitor cocktail). Prior to preclearing, cell lysates were treated with
latrunculin B as mentioned for pulled-down experiments. Precleared lysates were
immunoprecipitated with the polyclonal anti-MyoX (4 pg) or anti-VE-Cad (4
wg) antibodies coupled to 1.6 mg of protein A-Sepharose (Sigma). Immune
complexes were washed three times with RIPA buffer prior to being eluted with
2X Laemmli buffer for 10 min at 100°C and reduced with B-mercaptoethanol.

SDS-PAGE and Western blot analysis. MyoX immunoprecipitations were
separated by electrophoresis in MOPS (morpholinepropanesulfonic acid) buffer
(Bio-Rad) on precast Criterion XT 4 to 12% gradient Bis-Tris gels (Bio-Rad).
The gels were transferred 1 h (300 mA) to Immobilon membrane (Millipore)
using a Tris-glycine buffer. Then, membranes were blocked with 5% nonfat dry
milk, and proteins from total cell extracts, immunoprecipitates, or pulldown
assays were detected by specific primary antibodies as specified followed by
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse or goat anti-rabbit immuno-
globulin reagents (Sigma). The immunoreactive bands were revealed using the
ECL enhanced chemiluminescence Western blot detection kit (Amersham).

Immunofluorescence labeling of fixed HUVECs. For all immunostainings ex-
cept MyoX, cells were fixed for 20 min with 3% paraformaldehyde (PFA) and
permeabilized using 0.5% Triton X-100 for 3 min. The protocol to visualize
MyoX is adapted from reference 23. Briefly, after two rinsing steps in calcium-
and magnesium-containing PBS, cells kept for 3 min on ice were prepermeabi-
lized for 3 min in MyoX-F buffer (10 mM PIPES, pH 6.8, 50 mM NaCl, 3 mM
MgCl,, 300 mM sucrose) with 0.5% Triton X-100 containing an inhibitor cocktail
(Roche) prior to being fixed for 20 min at room temperature with chilled

MyoX-F buffer containing 4% PFA. After a blocking step in 5% fetal calf
serum-containing PBS during 1 h, cells were incubated with primary antibodies
overnight at 4°C and subsequently incubated with appropriate secondary anti-
bodies.

Microscopy. For video microscopy experiments, once seeded on Lab-Tek I
chambers, HUVECs and HeLa cells were maintained in phenol red-deprived
M199 (supplemented with low serum growth supplement, 20% fetal calf serum,
and antibiotics) and phenol red-deprived DMEM (supplemented with 10% fetal
calf serum and antibiotics) cell culture media, respectively. Confocal video mi-
croscopy images were collected on a Zeiss LSM510 confocal microscope
equipped with a heating workplate, a humidifier, a CO, delivery system, and
using either a X63 Plan Apochromat objective (oil, 1.45 numerical aperture
[NA], pH 3) or a X40 Plan-Neofluar objective (oil, 1.30 NA, pH 3) (photonic
microscopy-cellular imaging platform of Institut Albert Bonniot, Grenoble,
France). The time between images was typically 1 to 3 min. Phase-contrast
images were always coacquired with YFP in order to reduce the delay between
frames. Epifluorescence video microscopy images were collected sequentially on
an IX71 (Olympus) microscope equipped with a heating workplate, a humidifier,
and a CO, delivery system and using a x40 Plan Apochromat (oil, 1.0 NA, pH
3) or a X40UApochromat (oil, 1.35 NA) objective and an ORCA-ER camera
(Hamamatsu). Typical time between frames for epifluorescence videomicroscopy
varies from 100 ms to 3 min. In general, cells were imaged over periods of 1 to
180 min. Confocal images on fixed cells were collected sequentially using a Leica
TCS-SP2 confocal microscope (Leica Manheim, Germany) equipped with a X63
HCX Plan Apochromat objective (oil, 1.4 NA). Epifluorescence images on fixed
cells were acquired using an Axioplan 2 microscope (Zeiss) equipped with
a X100 AchroPlan (oil, 1.25 NA) or X50 AchroPlan (oil, 0.9 NA) and an
AxioCam MR camera. Fluorescence filters were chosen and tested on each
combination of plasmid constructions to abolish fluorescence overlap. Only
microscope proprietary software was used to acquire images.

Image processing. Each time-lapse confocal image corresponds to the projec-
tion of four 500-nm optical sections. Movies were treated and edited using
ImageJ and Adobe After Effects 6.5 and exported using Quick Time Pro 7.4 with
H.264 codec. For fixed cells, images were treated and mounted using Adobe
Photoshop CS 2 and Illustrator CS 2.

Patch velocity measurements and statistics. Kymographs were generated us-
ing ImageJ and Multiple kymograph plugin. In fact, kymographs were generated
by analyzing several filopodia from different HeLa cells. Two typical kymographs
illustrating the forward (A) and backward (B) movements of GFP-MyoX are
shown in Fig. 4. The two-sample ¢ test was used to determine if the average rates
for forward movements of VE-DSR and GFP-MyoX, derived from velocity
histograms, were equivalent.

Cryo-electron microscopy. HUVECs were plated on holey carbon fibronectin-
precoated nickel grids. After a 24-h postseeding period, cells were fixed with
paraformaldehyde at room temperature. VE-Cad was then stained with the
monoclonal antibody BV9 and protein A conjugated to 10-nm colloidal gold
particles. Cells were submitted to a postfixation step using glutaraldehyde. For
cryo-EM observation of VE-Cad, grids were rapidly plunged into a liquid ethane
bath cooled with liquid nitrogen (Leica EM CPC, Vienna, Austria) and main-
tained at a temperature of approximately —170°C using a cryo-holder (Gatan,
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FIG. 4. Kymographs illustrating the forward and backward move-
ments of GFP-MyoX. (A) Kymograph of a selected filopodium ema-
nating from GFP-MyoX-expressing HeLa cells imaged at 25°C using a
x40 lens (NA 1.35), a pixel size of 162 nm, and a frame rate of 5.6
images s~ ! over 300 frames. Numerous faint tracks sloped down to-
ward the filopodium tip, illustrating the forward movement of GFP-
MyoX. Note that patches of GFP-MyoX move at a relatively similar
constant velocity. (B) Kymograph of a selected filopodium emanating
from a GFP-MyoX-expressing HeLa cell imaged as in Fig. 4A. Two
faint tracks sloped down toward the filopodium base, illustrating the
backward movement of MyoX.

Pleasanton, CA) prior to being observed using an FEI Tecnai F20 electron
microscope (Eindhoven, Netherlands) operating at 200 kV under low-dose con-
ditions. Images were recorded with a 2,000-by-2,000 low-scan charge-coupled
device (CCD) camera (Gatan).

RESULTS

Filopodia establish the preliminary endothelial cell-cell con-
tacts. To elucidate the role of filopodia in the formation of
early endothelial cell-cell contacts, HUVEC monolayers were
costained for VE-cadherin and actin. As expected, costaining
revealed that the most mature junctions exhibited a continuous
thin VE-Cad labeling close to circumferential actin cables (Fig.
5, middle and upper panels). However, in preliminary cell-cell
contacts, VE-Cad labeling exhibited a characteristic zigzag
staining dotted with residual randomly distributed intercellular
gaps (Fig. 5, middle and lower panels). These newly formed
intercellular contacts were composed of multiple protrusions
where VE-Cad colocalized with radially oriented actin fibers
(Fig. 5, lower panels). Cryo-electron microscopy confirmed
and showed more precisely that, in subconfluent HUVECs,
VE-Cad molecules are distributed along and at the tips of
protrusions. The electron micrographs also revealed the pres-
ence of actin filaments aligned in tight parallel bundles within
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FIG. 5. Localization of VE-Cad in subconfluent HUVECs. Images
in the central row show a HUVEC monolayer immunolabeled for
VE-Cad (red, left) and actin (green, center), as well as the merge
(right). The selected enlargements of a mature cell-cell junction (con-
tinuous frame) and an immature junction (dotted frame) are shown in
the upper and lower rows, respectively. In mature junctions, VE-Cad
and cortical actin fibers are located at the cell circumference (arrow-
heads, upper row). In contrast, in immature junctions, VE-Cad colo-
calizes with radial actin fibers along filopodial extensions bridging
adjacent cells (arrows, lower row). Bars: 2 wm, upper; 10 wm, middle;
and 5 pm, lower.

these protrusions that, consequently, could be functionally de-
fined as filopodia (Fig. 6) (34).

VE-Cad molecules navigate on filopodia. We then used
video microscopy to examine whether VE-Cad is able to move
along filopodia. To visualize VE-Cad, various constructs cod-
ing for VE-Cad C-terminally fused to fluorescent DsRed (red),
YFP (yellow), and CFP (cyan) were elaborated to express
VE-DSR, VE-YFP, or VE-CFP, respectively (Fig. 2). It must
be noted that these cDNA constructs were designed to pro-
duce fluorescent VE-Cad molecules that remained monomeric
and interact with catenins (reported in Materials and Methods;
Fig. 2).

At subconfluency, HUVECs emitted numerous filopodia
that formed bridges between neighboring cells (Fig. 5). In
preliminary confocal video microscopy experiments performed
on VE-YFP-expressing HUVECs, at a frame rate of 1 image
min~!, we observed that some patches of VE-YFP adopted
linear trajectories by moving along preestablished filopodia
(Fig. 7; see Movie Sl in the supplemental material). In con-
trast, no such movement was seen for YFP (Fig. 7; see Movie
S2 in the supplemental material). In a second type of experi-
ments, sparse living HUVECs transiently expressing VE-DSR
were observed by video microscopy using a frame rate of 3
images s~ ' (see Movie S3 in the supplemental material). Un-
der these conditions, isolated cells emitted numerous free
filopodia along which faint VE-DSR particles moved rapidly.
VE-DSR trajectories appeared nearly linear and were more
rapid in Movie S3 than those observed by slow-frame-rate
confocal video microscopy in Movie S1. In contrast, such a
rapid traffic was not observed in HUVECs overexpressing con-
trol DSRed (see Movie S4 in the supplemental material),
thereby indicating that trafficking is due to the VE-Cad moiety
linked to the transportation machinery. Altogether, the data
suggest that VE-Cad molecules navigate on filopodia, probably
through an actin-dependent mechanism excluding the possibil-
ity that membrane diffusion is at the basis of VE-Cad motion.
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FIG. 6. Localization of VE-Cad at the surface of HUVEC filopodia
by electron microscopy. Living HUVECs were seeded on electron mi-
croscopy holey grids and grown for 24 h. After fixation without perme-
abilization, cells were successively marked with MAb BV9 antibody and
protein A-conjugated gold particles to reveal the presence of VE-Cad at
the cell surface. They were then vitrified for observation. Electron micro-
graphs revealed filopodia of various diameters and lengths connecting
adjacent cells (micrographs I and VI, bars, 1 wm). Higher-magnification
images show gold particles dispersed along the length (micrographs II, ITI,
IV, and VII, bars, 100 nm) and at the tip of filopodia (micrograph V, bar,
100 nm). This indicates that VE-Cad is distributed over the surface of
filopodia. Furthermore, on large as well as thin filopodia, underneath the
plasma membrane, the network of actin fibers could be observed parallel
to the filopodium axis (micrograph VII).

Moreover, as shown thereafter, the fast and slow velocities
observed for VE-Cad particles corresponded to forward (to-
ward the filopodium tip) and backward (toward the filopodium
basis) motions, respectively.

The motor protein myosin-X interacts with the VE-Cad-
catenin complex. As VE-Cad is able to move along filopodia,
we hypothesized that VE-Cad is directly or indirectly linked to
intrafilopodial actin fibers through an actin motor protein.
Myosins constitute a family of actin-dependent motor proteins
that support protein carrier function. Endothelial cells ex-
pressed several myosin family members such as myosin-II,
-VII, and -X. The unconventional myosin-X (MyoX) is a po-
tential candidate for VE-Cad transport since it is located at the
filopodium tips of various nonendothelial cell lines (5).

Analysis of HUVEC lysates by Western blotting using anti-
MyoX antibody revealed the presence of a 240-kDa band cor-
responding to full-length MyoX (Fig. 1 and 8A). Additional
bands with molecular masses ranging from 100 to 130 kDa
were also detected because of MyoX susceptibility to pro-
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teolysis (6). Immunofluorescence labeling of subconfluent
HUVEGC: effectively showed punctate staining of MyoX that
partially colocalized with VE-Cad (Fig. 8B). After a careful
scrutiny of immunofluorescence images, MyoX appeared as-
sociated with extrajunctional VE-Cad molecules and not with
junctional VE-Cad molecules (Fig. 8B). We speculated that
MyoX interacts, at least temporarily, with VE-Cad, thus allow-
ing its cellular transport along intrafilopodial actin fibers. To
verify this hypothesis, different approaches such as immuno-
precipitation and pull-down assays were used. Hence, analyses
of VE-Cad immunoprecipitates by Western blotting using an
anti-MyoX antibody revealed the presence of the 240-kDa
form of MyoX (Fig. 9 A). Conversely, anti-MyoX immunopre-
cipitation showed association of MyoX with the uncleaved
form of VE-Cad (Fig. 9B). To confirm immunoprecipitation
data, GST pulldown assays were performed on HUVEC ex-
tracts using the FERM (band 4.1 protein, ezrin, radixin, and
moesin) domain of MyoX previously described to be involved
in cargo binding (28, 43) and N-terminally coupled to GST
(GST-FERM). The GST-FERM fusion protein was first as-
sayed for its capacity to bind integrin B-chains, as previously
reported for MyoX (41). Pulldown assays, performed on
HUVEC extracts, revealed that GST-FERM retained the ca-
pability to interact with the integrin B1 chain, whereas GST did
not (Fig. 9F). Importantly, GST-FERM specifically interacted
with the uncleaved 135-kDa form of VE-Cad and not with the
intracellular truncated 100-kDa form present in HUVEC lysates
(Fig. 9C). Moreover, GST-FERM was able to pull down the
VE-Cad cytoplasmic partners a- or B-catenins or p120 from
HUVEC lysates (Fig. 9D). In contrast, it did not interact with
a recombinant fragment that overlapped the amino stretch
from A630 to Y784 corresponding to the cytoplasmic region of
VE-Cad truncated at its N terminus (40; data not shown). This
indicates that MyoX associates with one element of the VE-
Cad-—catenin complex without disturbing its integrity. In addi-
tion, actin, probably incorporated in filaments, was also copre-
cipitated with GST-FERM and not with GST (Fig. 9E). To
exclude the possibility that actin filaments link the VE-Cad-
catenin complex to MyoX, filaments were depolymerized in
cell extracts with the actin monomer-sequestering drug latrun-
culin B (LaB) (13). Under these conditions, no actin was pre-
cipitated in GST-FERM pulldown assays (Fig. 9E). However,
VE-Cad was still pulled down with GST-FERM, indicating
that actin cables were not involved in the link between the
VE-Cad-catenin complex and MyoX. Finally, substitution in
pulldown assays of the FERM domain of MyoX by the FERM
domain of moesin did not precipitate VE-Cad, attesting that
the results obtained with the FERM domain of MyoX are
specific (data not shown). Altogether, our results establish that
the FERM domain of MyoX interacts with the VE-Cad-cate-
nin complex.

MyoX transports VE-Cad along filopodia. To examine the
temporal and spatial colocalization of VE-Cad and MyoX,
VE-DSR and MyoX N-terminally fused with GFP (GFP-
MyoX [6]) were coexpressed in HUVECs. We first controlled
the specificity of the localization of VE-DSR and GFP-MyoX
prior to imaging (Fig. 3). Using video microscopy, we noticed
that some patches of GFP-MyoX remained immobile at filo-
podium tips, while others started from the tips of filopodia
dragging VE-DSR clusters backwards (Fig. 10; see Movie S5 in
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FIG. 7. Selected sequences showing VE-YFP moving along filopodia. Subconfluent HUVECs were transiently transfected with the plasmids
expressing either VE-YFP or YFP. At 17 h posttransfection time, confocal video microscopy images were taken every min for 1 h both in
phase-contrast (Ph Ctrst) to see the filopodia and in the yellow fluorescence channel. Panels corresponding to VE-YFP-expressing HUVEC:s (left)
showed two distinct patches, indicated by arrowheads, moving sequentially along two filopodia (see Movie S1 in the supplemental material). In
contrast, no YFP was detected along filopodia, as illustrated in panels corresponding to YFP-expressing HUVECs (right) (see Movie S2 in the

supplemental material). Bars, 10 um.

the supplemental material). This backward movement was rel-
atively slow and could be observed by video microscopy using
a frame rate of 1 image/3 s. In addition, movements of VE-
DSR and MyoX patches toward the tips of filopodia (forward
motion) were also observed. However, the high displacement
rate at 37°C in HUVECs rendered the observation of these
movements difficult. To palliate this inconvenience, we chose
to image VE-DSR and GFP-MyoX motilities in HeLa cells.
These experiments were performed at 25°C to reduce the
movement rate (21) since HeLa cells, in contrast to HUVECs,

tolerate this temperature. Under these selected conditions,
HeLa exhibited 10- to 20-pwm-long filopodia, and it was possi-
ble to individually track VE-DSR and GFP-MyoX patches
over times ranging from 50 to 100 s (see Movies S6 and S7 in
the supplemental material). Hence, Movie S7 shows a single
patch of GFP-MyoX that colocalized with a single VE-DSR
patch and moved synchronously with it on a given filopodium.
Both patches moved backwards prior to moving toward the
distal tip of the filopodium (full arrowheads). It could be no-
ticed that the backward movement was frequently interrupted



1710 ALMAGRO ET AL.
O
2 2 B
Mo E
(kDa)
150
100 - -

75 —

MoL. CELL. BIOL.

FIG. 8. Expression of MyoX in HUVECs and HeLa cells. (A) Detection of endogeneous MyoX by Western blotting. HUVEC and HeLa cell lysates
were analyzed by Western blotting using the anti-MyoX pAb antibody. In HUVECs as well in HeLa cells, the antibody detected a 240-kDa band
corresponding to the expected size of MyoX and several bands of lower molecular mass corresponding to MyoX degradation (6). Larger amounts of
MyoX were detected in HeLa cells compared to HUVECs. (B) Partial colocalization of endogenous MyoX and VE-Cad along filopodia in subconfluent
HUVECs. Subconfluent HUVECs were double labeled for MyoX (left) and VE-Cad (center) with anti-MyoX pAb, anti-VE-Cad MAb BV9, and Alexa
555-labeled goat anti-rabbit and Alexa 488-labeled goat anti-mouse antibodies and Hoechst stain. The merged image is at the right. Arrows point out
VE-Cad patches colocalized with MyoX, while arrowheads indicate cell-cell junctions where VE-Cad and MyoX did not colocalize. Bar, 20 pm.

by episodes of pausing (see Movie S7 in the supplemental
material). Movie S7 also highlights the difference existing be-
tween forward and backward velocities. Altogether, our results
on MyoX and VE-Cad colocalization and comigration along
filopodia strongly suggest that VE-Cad is transported by a
MyoX-dependent mechanism.

Frequently, VE-DSR/GFP-MyoX patches moving forward
and backward were individually observed on the same filopo-
dium. To obtain a global vision of protein movements along a
given filopodium, the location of each patch was plotted versus
time to generate a kymograph. In this kind of projection, each
patch movement appears as an individual line directed toward
the tip of filopodium for forward movement and toward the
filopodium base for backward movement (Fig. 4). The velocity
of a large number of individual patches visualized by single-
channel video microscopy could be derived from the slope of
the tracks in kymographs and reported in histograms showing
the velocity profile for each fusion protein (Fig. 11). Hence, we
calculated that VE-DSR moved at an average forward rate of
694 = 174 nm s~ ' (115 measurements on 35 filopodia) (Fig.
11A) and at an average backward rate of 27 = 10 nm s~ ' (38
measurements on 22 filopodia) (Fig. 11C). Similarly, GFP-
MyoX kymographs showed that GFP-MyoX moved forward at
an average velocity of 649 + 218 nm s~ * (129 measurements on
15 filopodia) (Fig. 11B) and backwards at 25 = 10 nm s~ ' (41
measurements on 22 filopodia) (Fig. 11D), as previously de-
scribed (21). Statistically, according to the two-sample ¢ test,
the mean rates for the forward movements of VE-DSR and
GFP-MyoX are equivalent (P > 0.05).

Double-channel video microscopy experiments were also
performed on HeLa cells coexpressing GFP-MyoX and VE-
DSR to visualize the synchronous movements of the two flu-
orescent proteins. Hence, in Fig. 12A and B, dual kymographs
showed two selected GFP-MyoX and VE-DSR particles that
exhibited synchronous backward (pointed out by arrowheads)
and forward (pointed out by arrows) motions. These experi-
ments confirm the cotransport of GFP-MyoX and VE-DSR
along filopodia in both directions. Because of the known func-
tions of MyoX as a cargo for protein transport and as an actin

motor protein, it is likely that MyoX mediates the transporta-
tion of the VE-Cad complex along intrafilopodial actin cables.

MyoX FERM domain overexpression blocks the transpor-
tation of VE-CFP. We next tried to test the functional role of
MyoX-mediated transport of VE-Cad. We opted for a dom-
inant-negative approach by constructing the fusion GST-
FERM-DSR protein consisting of the GST moiety, the FERM
domain of MyoX, and DSR (Fig. 13 A). This fluorescent pro-
tein was designed to retain the cargo function but to remove
the motor function of MyoX. The fusion protein GST-DSR,
composed of the GST and the DSR entities, was also elabo-
rated and used as a control (Fig. 13A). The cDNA constructs
coding for GST-FERM-DSR and GST-FERM were tran-
siently transfected in CHO cells, and the expression of recom-
binant proteins was analyzed by Western blotting using the
polyclonal anti-GST antibody. As expected, a 110-kDa band
and an 80-kDa band were detected in the GST-FERM-DSR
and GST-DSR transfectants, respectively (Fig. 13B). More-
over, GST-FERM-DSR interacted with VE-Cad, as attested by
immunoprecipitation experiments performed on CHO cells
coexpressing VE-Cad and GST-FERM-DSR. In contrast, GST-
DSR did not (Fig. 13C).

To prove that VE-Cad sequestration by GST-FERM-DSR is
specific, we cotransfected VE-Cad-expressing CHO cells with
plasmids coding for GFP-MyoX and either GST-DSR or GST-
FERM-DSR. Anti-MyoX immunoprecipitations on cell lysates
revealed that the amount of VE-cadherin coprecipitated with
MyoX remained nearly unchanged in the presence or absence
of GST-DSR (Fig. 13D). In contrast, a slight and reproductive
decrease in the amount of VE-Cad immunoprecipitated with
MyoX was observed in the presence of GST-FERM-DSR,
suggesting that GST-FERM-DSR competes with MyoX for
interaction with VE-Cad.

Then, the cellular effect due to VE-Cad sequestration by the
FERM domain of MyoX was analyzed in HUVECs coex-
pressing VE-CFP and GST-FERM-DSR. In double-trans-
fected cells, VE-CFP remained static, concentrated at the
periphery of the nucleus, whereas in the absence of GST-
FERM-DSR, VE-CFP appeared highly mobile, disseminated
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FIG. 9. Association of MyoX to the VE-Cad-based complex. (A and B) Coimmunoprecipitations of endogenous MyoX with endogenous
VE-Cad in HUVECs. Anti-VE-Cad (IP VE; A) and anti-MyoX (IP MyoX; B) immunoprecipitations were resolved on 4 to 12% gradient gels,
electrotransferred and probed successively for VE-Cad and MyoX. As controls, an aliquot of whole-cell lysate (input) and immunoprecipitations
performed on HUVEC lysates using rabbit nonimmune IgG (Ctr) were analyzed in parallel. Note that anti-VE-Cad IP (A) and input analysis by
Western blotting (B) revealed the presence of a 100-kDa truncated form of VE-Cad (VE-Cadtr). Molecular mass markers (M) are given at the
margins of each panel. (C) Interaction of MyoX with the VE-Cad complex through its FERM domain. GST or GST-FERM immobilized on
glutathione beads was incubated with either HUVEC lysates or with buffer. Pulldown assays were revealed with the anti-VE-Cad antibodies
directed against the extracellular domain (Extra; MAb BV9) or the cytoplasmic domain (C-Ter, pAb C-19). (Lower panel) Coomassie (Coom)
staining of GST proteins used in each pulldown assay. For comparison, aliquots of whole-cell lysates and pulldown assay controls performed
without lysate were analyzed in parallel. Note that the antibody C-19 raised against the 19-amino-acid C-terminal peptide of VE-Cad did not
recognize VE-Cadtr, indicating that the truncated form of VE-Cad is cleaved at its C terminus. Only the uncleaved form of VE-Cad is
coprecipitated with the FERM domain of MyoX. (D) Coprecipitation of catenins with VE-Cad by the FERM domain of MyoX. GST and
GST-FERM pulldown assays performed on HUVEC lysates were probed with VE-Cad, a-catenin (a-cat), B-catenin (B-cat), and p120 antibodies.
All of these proteins were detected in pulldown assays performed with GST-FERM but not with GST alone. (E) The interaction between the
VE-Cad complex and MyoX does not require actin fibers. GST and GST-FERM pulldown assays performed on HUVEC lysates treated (+) or
not (—) with latrunculin B (LaB) were sequentially immunoblotted for VE-Cad with C-19 pAb and for B-actin with anti-B-actin MAb. For
comparison, an aliquot of whole-cell lysate was analyzed in parallel. (Lower panel) Coomassie staining of GST proteins. In pulldown assays,
VE-Cad was precipitated with the domain FERM of MyoX, even in the absence of actin. (F) The recombinant GST-FERM protein interacts with
the B1 chain of integrins. GST and GST-FERM pulldown assays performed on HUVEC lysates were immunoblotted for the B1 chain of integrins
with the pAb anti-B1 integrin antibody. For comparison, an aliquot of whole-cell lysate (input) was analyzed in parallel. In pulldown assays, the
B1 chain of integrins was precipitated with the domain FERM of MyoX.

over the cell surface and at cell-cell junctions (Fig. 14A; see
Movie S8 in the supplemental material). We also demon-
strated that GST-FERM-DSR concentrates endogenous VE-
Cad in the perinuclear area, while GST-DSR did not (data not
shown). It can be deduced that, by competing with endogenous
MyoX, GST-FERM-DSR could block the transportation of
endogenous and exogenous VE-Cad along actin fibers. The
absence of transport resulted in an almost total VE-Cad de-
pletion at cell edges (Fig. 14A). Furthermore, cell-cell contacts
between GST-FERM-DSR-expressing cells did not stabilize, in
spite of the membrane apposition between neighboring cells
(Fig. 14B; see Movie S9 in the supplemental material). Nu-
merous intercellular gaps appeared and spaces between op-
posed cells increased with time. Hence, blockage of MyoX-
mediated VE-Cad traffic prevents the adhesion between cell

fronts and formation of early cell-cell contacts required for the
elaboration of interendothelial junctions.

MyoX/VE-Cad cotraveling operates during wound healing.
To obtain additional information about the cellular role of MyoX/
VE-Cad cotrafficking, we performed in vitro wound-healing assays
on GFP-MyoX- and VE-Cad-DSR- overexpressing HUVEC
monolayers and followed the early steps of cell-cell junction
reconstruction by phase-contrast and fluorescence video mi-
croscopy (see Movie S10 in the supplemental material). Movie
S10 focused on two noninteracting cells, both coexpressing
VE-DSR and GFP-MyoX. These cells emitted very dynamic
filopodia. Clearly, several of them operated cooperatively in a
confined area to constitute the first cell-cell contacts. At this
specific point, it could be observed that VE-Cad accumulated
at the filopodium tips, elaborating homophilic interactions as
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FIG. 10. Selected sequence focusing on the coordinated backward movements of MyoX and VE-Cad. Subconfluent HUVECs, transiently
cotransfected with plasmids expressing GFP-MyoX and VE-DSR, were observed by video microscopy at 17 h posttransfection at a frame rate of
1 image/3 s. Full arrowheads and arrows indicate moving and immobile patches, respectively, for VE-Cad and MyoX. Bars, 10 pm.
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FIG. 11. Velocity histograms for forward and backward movements of VE-DSR and GFP-MyoX patches. Histograms corresponding to the
forward movements of VE-DSR (A) and GFP-MyoX (B) patches were generated from 115 and 129 measurements, respectively, while those
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respectively. At the top right, the means =+ standard deviations are indicated. HeLa cells were imaged at 25°C using a X40 lens (NA, 1.35), a pixel

size of 162 nm, and a frame rate ranging from 3 to 5 images s~ .

soon as filopodia touched the neighboring cell. These very
unstable preliminary cell-cell contacts initiated the formation
of filopodium-based bridges between the adjacent cells. VE-
cadherin-based contacts progressively distributed along the

8.10 ym 8.10 pm

927 s

base tip

FIG. 12. MyoX and VE-Cad dynamics in living HeLa cells. Shown are
synchronous kymographs of a selected filopodium emanating from HeLa
cells coexpressing VE-DSR (A) and GFP-MyoX (B) imaged at 25°C
using a x40 lens (NA, 1.35), a pixel size of 162 nm, and a frame rate of
3 images/10 s. The VE-DSR kymograph showed a patch that (i) remained
stationary (vertical track), (ii) globally moved backward toward the filo-
podium base (arrowheads), (iii) abruptly changed direction, and (iv) moved
forward (arrows) prior to reaching the filopodium tip. Note that the backward
phase was frequently interrupted by pausing events, thus creating a stair-
shaped track (arrowheads). This track was perfectly detected in the corre-
sponding GFP-MyoX kymograph illustrating the synchronous movement of
VE-DSR and GFP-MyoX patches on a given filopodium.

base tip

cell edges. The multiplicity of the contact points contributed to
cell-cell tightening and to the reduction of the intercellular
spaces, leading to a stabilization of the cell-cell junction. In
conclusion, these data underlined the role played by MyoX-
mediated accumulation of VE-Cad at the tips of filopodia in
the elaboration of preliminary endothelial cell-cell contacts,
which further progress into wound closure.

DISCUSSION

In the present article, we show how the actin cytoskeleton
supports VE-Cad transport along filopodia to eventually elab-
orate primary cell-cell contacts. Indeed, we observed the to-
and-fro movements of VE-Cad patches along filopodia and
established that this traffic is governed by the motor protein
MyoX. A model recapitulating VE-Cad movement modes is
proposed in Fig. 15.

Herein, we observed by immunofluorescent staining (Fig. 5)
and cryo-electron microscopy (Fig. 6) that VE-Cad is located
along filopodia emanating from sparse endothelial cells or
forming bridges between neighboring cells. This contrasts with
the usual localization of VE-Cad at cell-cell junctions in con-
fluent endothelial monolayers. By video microscopy, we uncov-
ered that VE-Cad navigates along these filopodia (see Movies
S1, S3, S5, and S6 in the supplemental material) and suspected
that a motor protein of the myosin family might be involved in
this traffic. Among myosin proteins, myosin-X was a potential
candidate for governing VE-Cad motions.

This unconventional motor protein is widely expressed in a
variety of vertebrate tissues in particular in vascularized ones
such as lung, heart, and placenta (6). Consistent with this
observation, MyoX was recently found in the endothelium
where it is involved in cell migration guidance (28). In different
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FIG. 13. Biochemical characterization of the recombinant proteins GST-FERM-DSR and GST-DSR. (A) Schematic representation of MyoX
and its derived fragments. The recombinant fragment GST-FERM-DSR was designated to keep the capacity of MyoX to interact with VE-Cad
via its FERM domain. The GST-DSR recombinant fragment was used as a control. (B) Expression of GST-DSR and GST-FERM-DSR. CHO cells
were transfected with either GST-DSR (lanes 2 and 5) or GST-FERM-DSR (lanes 3 and 6) or not (lanes 1 and 4). Expression of GST-DSR and
GST-FERM-DSR in CHO cells was verified by Western blotting (WB) using the anti-GST antibody. This antibody recognized an 80-kDa band
and a 110-kDa band corresponding to GST-DSR and GST-FERM-DSR, respectively. Additionally, it also unspecifically recognized a protein
present in CHO lysates (asterisk). (C) GST-FERM-DSR interacts with VE-cadherin. Anti-VE-Cad immunoprecipitations (IP VE-Cad) were
performed on CHO cell lysates coexpressing either VE-Cad and GST-FERM-DSR or VE-Cad and GST-DSR using the Mab anti-VE-Cad BV9.
As controls, aliquots of whole CHO lysates (inputs) and immunoprecipitations performd on CHO lysates using mouse nonimmune IgG (IP Ctrl)
were analyzed in parallel. A 110-kDa band corresponding to GST-FERM-DSR was detected in the anti-VE-Cad immunoprecipitate, indicating
that GST-FERM-DSR s able to interact with VE-Cad. The anti-GST antibody recognized, as in panel B, GST-DSR and GST-FERM-DSR, as
well as an unspecific protein present in CHO cell lysates (asterisk). (D) Celluar VE-Cad sequestration by the MyoX FERM domain. VE-Cad-
expressing CHO cells (40) were transiently transfected with plasmids coding for GFP-MyoX and either GST-DSR or GST-FERM-DSR. After cell
lysis, anti-MyoX immunoprecipitations were resolved on 4 to 12% gradient gels, electrotransferred, and probed successively for VE-Cad, MyoX,
and GST. As controls, aliquots of the various CHO lysates and immunoprecipitations performed using rabbit nonimmune IgG (IP Ctr) were
analyzed in parallel. Molecular markers (M) are given at the left (B to D).
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FIG. 14. Functional role of MyoX-mediated transport of VE-Cad. (A) Blockage of VE-CFP transport by GST-FERM-DSR expression.
Subconfluent HUVECsS transiently cotransfected with plasmids expressing VE-CFP and GST-FERM-DSR were observed 20 h posttransfection in
phase-contrast (I) and in the cyan and red fluorescence channels. VE-CFP (II; green), GST-FERM-DSR (III; red), VE-CFP and GST-FERM-
DSR merging (IV), and VE-CFP and phase-contrast merging (V, VI, and VII) allowed the visualization of two adjacent differentially-transfected
cells: the cell at the right (delimited by the yellow dotted line) coexpressed GST-FERM-DSR and VE-CFP, while the cell at the left (delimited
by pink dotted line) only expressed VE-CFP. Other cells of the fields are untransfected. The selected enlargements show that VE-CFP patches
are at the cell-cell junctions (white arrows) and dispersed at the cell surface (white arrowheads) in the monotransfected cell (VI; dotted rectangle
in V), whereas in the double-transfected cell, VE-CFP and GST-FERM-DSR colocalized and gathered around the cell nucleus (black arrowheads,
VII; rectangle, V), indicating that GST-FERM-DSR blocked the VE-Cad transport to the cell edge. In control experiments, in cells coexpressing
GST-DSR and VE-CFP, VE-CFP patches are located at cell-cell junctions (data not shown). Bars, 40 pm (I to V) and 10 pm (VI and VII).
(B) Blockage of intercellular contact formation by GST-FERM-DSR expression. The sequences are selected from Movie S9 in the supplemental
material and focus on the edges of two adjacent cells. In the right column, the cell below expressed GST-FERM-DSR, while the cell at the top
is untransfected. In the left column, both cells expressed GST-DSR. Arrowheads show unstable junctions, whereas arrows point out stable
junctions. Bars, 10 pm.

cell types, it is detected along the leading edge of lamellipodia
(33) but, more frequently, at the tips of filopodia. In fact,
MyoX is probably involved in the initiation of filopodium for-
mation (9, 37). It moves along filopodial actin cables by an
ATP-dependent walking mechanism toward the filament
barbed ends, but also toward the cell body using the actin
retrograde flow (5, 6, 26). MyoX possesses a FERM domain

known to interact with the B-chains of integrins (43). Herein,
we show that MyoX associates, via its FERM domain, with the
VE-Cad-catenin complex (Fig. 9). This novel result underlines
the versatility of MyoX FERM domain for interacting with
different adhesive receptors.

We visualized the synchronous transit of MyoX and VE-Cad
to or from the tips of filopodia. The forward movement that
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FIG. 15. Schematic model illustrating the movements of VE-Cad
along filopodia (43). MyoX binds to actin filaments via its motor
domain and to the VE-Cad—catenin complex (intra) via its FERM
domain. Consequently, VE-Cad moves forward (F) toward the filo-

podium tip at a rate ranging around 700 nm s~ and backwards (B) at

a rate ranging around 30 nm s~ ..

reflects the barbed-end-directed movement of MyoX occurs at
an average velocity of 700 nm s~ ! (Fig. 11), a value similar to
that reported in the literature (21). This is also consistent with
the 500-nm s~ ' rate of the recombinant MyoX head moving on
actin filaments in vitro (20). This similitude between in vivo and
in vitro velocities indicates that the rate of MyoX motion is not
affected by the transport of cargoes as heavy as the VE-Cad-
catenin complex. The backward movement exhibits a mean
rate of 27 nm s~ ' and allows the redistribution of VE-Cad at
the cell body membrane. This motion is probably coupled to
the continuous actin retrograde flow that causes the net trans-
port of actin molecules within filaments from the plus end at
the tip of a filopodium toward the minus end at the cell body.
The speed of VE-Cad retrograde movement matches the
speed for actin retrograde flow that is approximately 33 nm s !
(32). Moreover, it could be noticed that the forward and back-
ward movements are frequently interrupted by pausing events.
They can be interpreted as the detaching of MyoX from actin
cables or as the transient harpooning of either MyoX or its
VE-Cad cargo by proteins in their close vicinity.

In Movie S10, we showed that cells sound their environment
by emitting filopodia that propel VE-Cad molecules against
neighboring cells. At these contact sites, VE-Cad elaborates
homophilic interactions with VE-Cad partner molecules
present in the counter membranes to constitute the first cell-
cell anchor points. Subsequently, intercellular bridges between
adjoining cells form and additional VE-Cad molecules transit
on them prior to be engaged in their turn in homophilic inter-
actions. VE-Cad accumulation thus reinforces the strength of
these preliminary contacts.

VE-Cad molecules on their way back to the cell edges may

MoL. CELL. BIOL.

be picked up again by other growing filopodia. These to-and-
fro movements may adjust the local concentration of VE-Cad
to the cell’s needs in specific sites where cell-cell contacts are
constructed or remodeled. Moreover, blockage of MyoX-me-
diated transport by a dominant-negative approach prevents the
transportation of VE-Cad at the plasma membrane and sub-
sequently inhibits formation of endothelial cell-cell contacts
(Fig. 14A and B).

Once engaged in homophilic interactions, we frequently ob-
served that VE-Cad moved along cortical actin fibers, thus
assisting the lateral extension of cell-cell contacts (data not
shown). At these more mature adhesion cell-cell contact sites,
no colocalization of MyoX and VE-Cad was detected, suggest-
ing that this motor protein is an effective partner for VE-Cad
within filopodia but not in mature junctions (Fig. 8). This
probably reflects the heterogeneity existing between the actin
filaments inserted into filopodia and those decorating cell-cell
junctions that form, in endothelial cells, a continuous thin belt
(Fig. 5). This feature is in agreement with the existence of
regioselective actin filament populations on which some myo-
sins are recruited and other ones excluded (10).

MyoX-mediated accumulation of VE-Cad at filopodium tips
is an important event probably involved in the restoration of
endothelial monolayer integrity or in reclosure of wounds (see
Movie S10 in the supplemental material). The multiplicity of
cell-cell contacts created by filopodia that form bridges be-
tween adjacent cells seems to participate in the stabilization of
nascent cell-cell junctions.

In conclusion, we have shown here that MyoX transports
VE-Cad, an endothelium-specific cadherin to the tips of
filopodia to promote homotypic cell-cell junction formation.
A major goal for the future will be to examine whether this
MyoX-supported transport of VE-Cad participates in the
endothelium remodeling in vivo, in pathophysiological situa-
tions including endothelium repair or angiogenesis. In addi-
tion, it will be interesting to determine whether the concept of
myosin-mediated transport of cadherins can be extended to
tissues expressing other members of the cadherin family.
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