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Préambule 
 

L’endothélium vasculaire est la monocouche de cellules endothéliales qui tapisse l’intérieur des 

vaisseaux sanguins. Il joue un rôle crucial dans la formation de nouveaux vaisseaux et le passage 

des nutriments, de l’oxygène, de solutés et de cellules immunitaires entre les tissus et le sang. Il 

est responsable du bon fonctionnement des organes et sera donc adapté aux besoins spécifiques 

de chaque organe. La perméabilité sélective aux molécules et aux cellules immunitaires est 

finement régulée par des protéines au niveau des jonctions des cellules endothéliales. Parmi elles, 

la Vascular Endothelial-cadherin (VE-cadhérine), spécifique aux cellules endothéliales est très 

importante pour l’intégrité de l’endothélium vasculaire. La VE-cadhérine est localisée au niveau 

des jonctions adhérentes, qui sont des contacts adhésifs intercellulaires cruciaux pour le 

maintien et la régulation de la fonction microvasculaire normale. L’invalidation du gène 

correspondant induit un phénotype mortel précoce chez la souris. Les fonctions de la VE-

cadhérine s’étendent à de nombreux processus comme l’angiogenèse, le tonus musculaire et la 

migration des cellules immunitaires au travers de la barrière endothéliale. Une dérégulation de 

cette dernière est souvent associée à de nombreuses pathologies comme l’hypertension, les 

glioblastomes et le cancer du sein.  

 
Les altérations de la VE-cadhérine sont des processus qui conduisent à une dissociation des 
contacts endothéliaux et qui peuvent être induits par des mécanismes de phosphorylation dans 
la partie intracellulaire, sur des acides aminés tyrosine ou sérine sous l’action de protéine kinases.  
Ces modifications covalentes de la protéine jouent un rôle majeur dans son internalisation, de 
même que dans le clivage de la partie extracellulaire, mais également dans l’activation de voies 
de signalisation. Dans cette étude, notre intérêt s’est porté sur le site Y685 déjà décrit par le 
laboratoire du fait de son importance en cancérologie, mais cette fois-ci nous avons émis 
l’hypothèse qu’une mutation de ce site pourrait être responsable de la délocalisation de la β-
caténine, partenaire de la VE-cadhérine et responsable de la régulation de gènes endothéliaux. 
Par conséquent, obtenir des informations concernant ce site permettrait d’appréhender de façon 
ciblée les mécanismes de déstabilisation de la microvasculature en particulier tumorale.  
 
Un modèle murin de souris knock-in généré au laboratoire a été utilisé, dans lequel toutes les 
molécules de VE-cadhérine possèdent un acide aminé phénylalanine F à la place de la tyrosine 
Y685, ce qui  les  rend non phosphorylables.  Cela nous a permis d’étudier le rôle de la Y685 de la 
VE-cadhérine sur la reprogrammation des cellules endothéliales pulmonaires. Nous avons 
également développé un modèle 3D de cancer du sein triple négatif pour étudier l’impact de 
thérapies ciblées sur les modifications de la VE-cadhérine et plus récemment, en relation avec le 
clivage de la protéine, nous avons étudié l’impact de la pathologie COVID sur la VE-cadhérine. 
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CHAPITRE I : 

LE SYSTEME CARDIOVASCULAIRE 

 

Introduction  
Tous les organes, tous les tissus et toutes les cellules ont un besoin de vital d’oxygène et de nutriments 

pour leur fonctionnement physiologique. Ce rôle est attribué au système vasculaire et au système 

lymphatique qui ont la responsabilité de répondre aux besoins de tout l’organisme pour 

l’approvisionnement en nutriments et gaz jusqu’à l’élimination des déchets. 

Le système cardiovasculaire est constitué de deux circulations : la circulation pulmonaire et la circulation 

systémique (Fig1). Grâce à ces deux systèmes, ils garantissent la circulation du sang au travers d’un 

vaste réseau de vaisseaux sanguins allant des artères et des capillaires, aux veinules et aux veines. Le 

système lymphatique quant à lui a une forte relation avec le système vasculaire. Son rôle est axé sur la 

réabsorption de l’eau et de protéines au niveau des capillaires lymphatiques. Les capillaires lymphatiques 

convergent pour donner les vaisseaux puis les canaux. Ces derniers déversent la lymphe dans le système 

veineux au niveau des veines de la base du cou. Ils contribuent également à la défense immunitaire et 

favorise l’absorption des lipides lors de la digestion (Bessaguet, Henrion, et Desmoulière 2022).  

Ce chapitre du manuscrit sera centré sur l’importance du système cardiovasculaire dans la physiologie 

de l’organisme. Nous nous intéresserons à ses fonctions au système cardiovasculaire puis nous nous 

focaliserons sur l’endothélium, de sa composition jusqu’aux fonctions qu’il remplit pour maintenir 

l’homéostasie et comment ses dérégulations sont à l’origine de diverses pathologies. Nous verrons 

l’importante hétérogénéité de l’endothélium dépendant des organes, notamment dans le cas du poumon, 

où son dysfonctionnement est source de nombreuses pathologies.     

 

I.1 Le système vasculaire 

Le système vasculaire transporte le sang au travers des organes afin de leur apporter oxygène et 

nutriments nécessaires à leur bon fonctionnement.   

Pour parvenir à cet objectif, il est composé de plusieurs types de vaisseaux : les artères, les veines et les 

capillaires. Dans ce réseau vasculaire, on distingue la grande circulation de la petite circulation. La grande 

circulation ou circulation systémique englobe les vaisseaux partant du ventricule gauche du cœur pour 

fournir les nutriments et l’oxygène aux organes tandis que la petite circulation ou circulation pulmonaire 

est caractérisée par une faible pression (Bessaguet, Henrion, et Desmoulière 2022). La paroi des artères 

y est très mince et élastique avec l’absence de sphincters pré-capillaires. Contrairement à la grande 

circulation, les veines sont hautement oxygénées puisque le sang provient du poumon (Fig1)  

(Classification & Structure of Blood Vessels | SEER Training s. d.) (Bessaguet, Henrion, et Desmoulière 

2022). 
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I.1.1. La circulation systémique  

Dans le système systémique, on retrouve le réseau artériel, le réseau artériolaire, le réseau capillaire et 

le réseau veineux. Tout ce réseau est soumis à des contraintes qui lui sont propres et répondent à des 

fonctions bien spécifiques : 

 Transporter le sang et ses constituants (oxygène, nutriment, hématies, cellules 

immunitaires) 

 Réguler la pression sanguine (la force exercée par le sang sur la paroi des vaisseaux) 

 Diriger le flux sanguin vers les organes  

 

I.1.1.1. Le réseau artériel  

Le réseau artériel comporte la partie vasculaire comprise entre l’aorte et les artérioles. Il est directement 

en contact avec le ventricule gauche du cœur. Il est composé d’ artères de calibre supérieur à 500µm qui 

vont faciliter l’écoulement du sang via un flux sanguin de haute pression (100mmHg) (Bonizol Camasao 

et Mantovani 2021). La dilatation des vaisseaux va contribuer à l’éjection du sang issu du cœur suivie par 

la contraction des vaisseaux pour induire le déplacement du sang vers les différents tissus. L’élasticité 

des artères permet l’uniformisation du débit par la conversion du débit pulsé issu du cœur en débit continu 

dans les artères périphériques (Bessaguet, Henrion, et Desmoulière 2022).  

Les artères sont composées de différentes couches : l’adventice (la tunique externe), la média (la tunique 

moyenne), la membrane basale et l’intima (la tunique interne) (Fig 2) (Jouda, Murillo, et Wang 2022). 

Figure 1: Organisation générale de la circulation sanguine. 
(Bessaguet, Henrion, et Desmoulière 2022) 
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Figure 2: Structure et composition des différents vaisseaux sanguins. 

     (Jouda, Murillo, et Wang 2022) 

  

L’adventice est séparée de la média par la lame élastique externe. Cette couche contient majoritairement 

des fibroblastes, du collagène et des fibres élastiques, de nombreuses terminaisons nerveuses, des 

cellules inflammatoires et des vaisseaux lymphatiques. Elle permet d’ancrer les vaisseaux aux tissus 

avoisinants et d’empêcher l’expansion disproportionnée des vaisseaux (Sajeesh et al. 2022). Dans les 

artères, cette couche est plus fine que la média (Ng et al. 2018). 

 La média est la couche la plus épaisse et est constituée de cellules musculaires lisses qui vont 

réguler le flux sanguin et la pression artérielle. Elle contient aussi des fibres élastiques dont les 

composants majeurs sont l’élastine, le collagène, la fibronectine et des protéoglycanes synthétisés par 

les cellules musculaires lisses(Ng et al. 2018) .  

La lame basale est essentiellement composée de glycoprotéines et de fibres de collagène sans 

aucune cellule. Positionnée entre l’intima et la média, elle facilite la diffusion des substances à travers les 

différentes couches. 

L’intima est une fine couche de cellules endothéliales (CE) jointives ancrée dans la membrane 

basale. Elle joue un rôle dans la contraction des cellules musculaires lisses issus du média, dans les 

échanges des gaz et des nutriments, la formation des vaisseaux sanguins, l’inhibition de la formation de 

caillots et la régulation des cellules du système immunitaire (Bessaguet, Henrion, et Desmoulière 2022). 

 

I.1.1.2. Le réseau artériolaire  

 Le réseau artériolaire est formé des vaisseaux dont le diamètre de la lumière est compris entre 10 et 500 

µm. Ceux-ci peuvent se contracter ou se dilater et adapter ainsi leur diamètre afin de contrôler le flux 

sanguin et la pression artérielle grâce à la présence de cellules musculaires lisses. Dans ce réseau, la 

pression sanguine a déjà diminué (90-95 mmHg, par rapport à 100 mmHg dans les artères) car le 

diamètre des vaisseaux diminue à chaque embranchement et ils possèdent moins de fibres de collagène 

élastiques (Bessaguet, Henrion, et Desmoulière 2022). De ce fait, ils présentent une forte résistance. Les 

artérioles sont constamment maintenues dans un tonus vasculaire par l’action des cellules musculaires 

lisses et ce même au repos. Du point de vue de la composition, elles sont identiques aux artères mais 

avec une diminution de l’épaisseur de ces différentes couches exceptées l’intima qui reste identique. La 
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média est limitée à une ou deux couches de cellules musculaires lisses et l’adventice a une épaisseur 

bien inférieure à celle des artères (Bonizol Camasao et Mantovani 2021). 

 

I.1.1.3. Le réseau capillaire 

 Le réseau capillaire, qui possède un diamètre compris entre 5 et 30 µm, fait la jonction entre les artérioles 

et les veinules. La pression est assez faible et moins importante que dans les artérioles. L’accès à ce 

réseau se fait par des cellules musculaires lisses qui composent les sphincters pré-capillaires. Le réseau 

capillaire a la capacité d’irriguer les tissus en fonction des besoins. C’est par ce réseau que les échanges 

de gaz et de nutriments se font, du fait du petit diamètre des vaisseaux (Fig 3).  

Ces échanges de gaz, d’ions et solutés peuvent se faire selon différentes méthodes : 

 Par diffusion où les molécules de type oxygène, dioxyde de carbone et acide gras vont 

être transportées de manière passive par leur gradient de concentration au travers des 

différentes membranes biologiques. Les autres molécules de type sucre et ions vont 

aussi être diffusées par ce même processus mais entre les espaces inter-cellulaires en 

fonction de leur gradient de concentration et de leur taille.  

 

 Par transport vésiculaire signifiant que les molécules de grandes tailles vont être 

endocytées dans la cellule endothéliale et sécrétées de l’autre côté dans le tissu. 

 

 Par le phénomène de filtration-réabsorption qui consiste en la filtration de l’eau des 

capillaires vers le liquide interstitiel puis la réabsorption du liquide interstitiel vers les 

capillaires. 

Figure 3: Schéma des capillaires (SEER Training Modules, Module Name. U. S. 

National Institutes of Health, National Cancer Institute) 

 



 

18 

Ce déplacement dépend de la pression sanguine pour pousser l’eau en dehors des 

capillaires, et de la pression osmotique dont la concentration élevée en protéine dans le 

sang provoque une entrée d’eau dans les capillaires. La filtration est observée du côté 

des artérioles tandis que la réabsorption l’est du côté des veinules. Toutefois, tout le 

liquide n’est pas réabsorbé et l’excès est récupéré par le système lymphatique 

(Bessaguet, Henrion, et Desmoulière 2022).  

 

La fonction des capillaires dépend de l’activité métabolique des tissus comme les muscles squelettiques, 

le foie et le rein qui possèdent un réseau de capillaire très développé. A contrario, la cornée de l’œil, 

l’épiderme de la peau en sont dépourvus (Classification & Structure of Blood Vessels | SEER Training 

s. d.). 

Pour remplir leur rôle d’échange entre le sang et les tissus, les capillaires ont différents aspects 

morphologiques qui permettent de mieux répondre aux besoins des organes: les capillaires continus, les 

capillaires fenêtrés et les capillaires sinusoïdes. 

 Les capillaires fenêtrés ont des fenestrations (des pores) entre les cellules endothéliales 

permettant le passage de molécules. Ces capillaires sont ainsi très perméables et sont 

principalement retrouvés dans les glomérules rénaux, le pancréas, les glandes 

endocrines et l’intestin grêle. Ces tissus sont principalement connus pour faire faire 

beaucoup d’échanges.  

 

 Les capillaires sinusoïdes ont des pores intercellulaires étendus associés à une 

membrane basale incomplète. Cette structure permet le passage de grosses molécules 

allant jusqu’aux cellules et induit une diminution du flux sanguin et ainsi un meilleur 

échange des nutriments et de l’oxygène avec les organes. Les capillaires sinusoïdes 

sont présents dans le foie, la rate, la moelle osseuse. (Bessaguet, Henrion, et 

Desmoulière 2022). 

 

 Les capillaires non fenestrés ou continus sont localisés dans la peau, les poumons, le 

cœur, les muscles squelettiques et la barrière hémato-céphalique. Ils servent 

principalement à faire diffuser des particules de petites tailles ou de plus grosses via des 

transporteurs( Godwin, Tariq, et Crane 2023) et sont beaucoup moins perméables que 

des autres (Fig4) (Bessaguet, Henrion, et Desmoulière 2022) (Structure and Function of 

Blood Vessels | Anatomy and Physiology II s. d.)).  
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SEER Training Modules, Module Name. U. S. National Institutes of Health, National Cancer Institute 

Contrairement aux autres types de vaisseaux, les capillaires sont dépourvus des différentes couches. Ils 

n’ont qu’un endothélium en interaction avec des cellules avec des capacités contractiles: les péricytes. 

La fonction des péricytes est de maintenir une stabilité de cet endothélium ; ils peuvent également aider 

à la régulation des échanges. Ces cellules sont très caractéristiques du fait de leur morphologie étoilée 

(Fig2) (Jouda, Murillo, et Wang 2022).  

 

I.1.1.4. Le réseau veineux 

Le réseau veineux se situe à la sortie des capillaires. Il est subdivisé en plusieurs types de veines selon 

leur taille : les veinules post-capillaires et musculaires (de diamètre <1mm), les veines moyennes (6-

15mm) et les grosses veines (>15mm) (Bonizol Camasao et Mantovani 2021). Les petites veinules  vont 

s’élargir pour devenir des veines jusqu’au cœur (Classification & Structure of Blood Vessels | SEER 

Training s. d.) . Les veinules post-capillaires reçoivent le sang issu des capillaires et peuvent également 

être le lieu de la diapédèse pour les cellules immunitaires. Elles sont marquées par la présence de 

péricytes et l’absence de média contrairement aux veinules musculaires (Ng et al. 2018). Tout comme le 

réseau artériolaire, le réseau veineux excepté pour les veines post-capillaires, a la capacité de réguler le 

débit sanguin via les cellules musculaires lisses. Il est de faible pression (5-15mmHg) mais représente 

un réservoir de sang qui permet le retour veineux vers le cœur (Bessaguet, Henrion, et Desmoulière 

2022).  Etant donné sa localisation, ce réseau est faiblement oxygéné. Les veines présentent les mêmes 

structures que les artères mais avec quelques différences : elles ont une tunica adventia plus épaisse 

que les artères et moins de cellules musculaires lisses, ce qui entraine un amincissement de la paroi et 

une perte de rigidité. Les veines larges et moyennes sont pourvues de valves qui permettent au sang de 

retourner au cœur et d’avoir un flux sanguin unidirectionnel (Fig2) (Classification & Structure of Blood 

Vessels | SEER Training s. d.). 

 

Les fonctions des différents types de vaisseaux (veines, artères, capillaires) comme l’échange des 

nutriments, de l’oxygène, l’extravasation des cellules immunitaires, du flux sanguin, de la coagulation 

sanguine sont contrôlées par l’intima ou la tunique interne composée de l’endothélium. 

Figure 4: Les différents types de capillaires. 
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I.1.2. Le système pulmonaire 

Les poumons humains situés dans le thorax constituent le système respiratoire.  Ils sont protégés 

notamment par la cage thoracique et sont enveloppés par la plèvre. Entre les deux poumons, se trouve 

la région du médiastin qui s’étend du sternum à la colonne vertébrale et contient notamment l’œsophage, 

la trachée, le cœur et les ganglions lymphatiques médiastinaux. Ces derniers jouent un rôle prépondérant 

dans l’élimination des déchets de l’organisme via la lymphe (Review: Anatomy of the Lung | SEER 

Training s. d.). 

Les poumons sont séparés en deux lobes qui sont divisés en plusieurs segments. Ainsi, le poumon 

gauche contient deux lobes tandis que le droit en dénombre trois. Ils permettent l’inspiration et l’expiration 

de l’air grâce à la contraction active et automatique du diaphragme. L’air inspiré circule dans la trachée 

qui elle-même se sépare en deux bronches souches à gauche et à droite. Les bronches souches vont se 

ramifier en bronches et bronchioles dans chacun des poumons. Ces ramifications se terminent par des 

petites alvéoles pulmonaires. L’oxygène traverse la paroi des alvéoles pour accéder au sang et fournir 

tout l’oxygène nécessaire aux cellules de l’organisme. Alors que le gaz carbonique émis par les cellules 

est ramené dans les poumons via le sang, il traverse également les parois des alvéoles pulmonaires et 

est ensuite évacué par les bronches puis la trachée et enfin le nez ou la bouche (Fig 5, 6, 7).  (Les 

poumons - Cancer du poumon s. d.). La capacité respiratoire normale est d’environ 0.5 litre d’air inspiré 

et expiré. Si on inspire profondément, elle peut s’élever jusqu’à 2 litres d’air. L’air inspiré contient 21% 

oxygène tandis que l’air expiré n’en contient plus que 17%. Le pourcentage de gaz carbonique augmente 

de 0.04% à 4% (Bern s. d.). 

 

 

Figure 5 : Les poumons dans le corps humain 
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Figure 6 : Structure du poumon vu de face et de côté 

 

 

 

 

    Figure 7: Structure interne du poumon humain 

          (Les poumons - Cancer du poumon s. d.) 
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I.1.2.1. Constituants cellulaires du poumon 

Pour parvenir à maintenir cette homéostasie, le poumon est composé de différentes couches de cellules 

dont chacune remplit un rôle bien distinct. L’épithélium, l’endothélium, les macrophages et les fibroblastes 

assurent ainsi le bon fonctionnement de l’organe (Fig8) (Nova, Skovierova, et Calkovska 2019a). 

  

I.1.2.1.A. L’épithélium alvéolaire 

La barrière alvéolaire, constituée de l’épithélium, est essentielle dans la protection du poumon contre les 

organismes étrangers et les stimuli externes qui engendreraient des dysfonctionnements pulmonaires. 

Elle est activement impliquée dans la réponse du système immunitaire et contribue à l’équilibre du fluide 

à la surface des alvéoles. Elle est métaboliquement très active et fine pour garantir des échanges gazeux 

efficaces entre l’air et les vaisseaux sanguins (Fig8)(Nova, Skovierova, et Calkovska 2019a). Cet 

épithélium pulmonaire est constitué des pneumocytes de type 1 (alvéolaire type I : ATI) et des 

pneumocytes de type 2 (alvéolaire type 2 : ATII). Les cellules AT1 sont propices aux échanges gazeux 

par leur faible épaisseur  (0.2 µm ) et une surface moyenne par cellule de 5000 µm² chez les hommes 

adultes (Biomolecules | Free Full-Text | New Insights into the Alveolar Epithelium as a Driver of Acute 

Respiratory Distress Syndrome s. d.). Du fait de leur cytoplasme très fin, elles sont très sensibles aux 

blessures, aux polluants et aux attaques microbiennes, notamment à cause du nombre réduit de 

mitochondries. Elles jouent également des rôles dans la régulation de la prolifération cellulaire, du 

transport des ions comme le sodium via des canaux ioniques, et du transport de l’eau via les aquaporines. 

Elles peuvent participer à la réponse immunitaire en modulant l’activité des macrophages alvéolaires, 

exprimer des toll-like receptor (TLR) à leur surface et  sécréter des cytokines pro-inflammatoires (Nova, 

Skovierova, et Calkovska 2019a).  

Les pneumocytes de type ATII ont une morphologie « cubique » avec des microvillosités au pôle apical 

et des corps lamellaires. Elles sont assez petites avec une surface apicale de 200µm² par cellule. Elles 

représentent seulement 7% de l’épithélium alvéolaire mais sont beaucoup plus nombreuses que les 

pneumocytes de type AT1. Le principal rôle des ATII est la régulation du surfactant pulmonaire. Dans le 

système respiratoire, ce surfactant a une fonction primordiale en tant que mécanisme de défense. Les 

protéines du surfactant contrôlent l’activité des cellules impliquées dans l’inflammation. Les ATII elles-

mêmes sont reconnues impliquées dans la protection des alvéoles par leur capacité à activer les 

lymphocytes T via l’expression de protéines transmembranaires (CD80, CD54, CD58,CD86) et de 

facteurs de croissance (transforming growth factor :TGF-β)(Zissel et al. 2000). Elles produisent 

également des peptides antimicrobiens (neutrophil α-defensins, β-defensins, )(Nova, Skovierova, et 

Calkovska 2019b). Ces cellules sont fortement engagées dans la réparation des tissus endommagés 

grâce à leur capacité d’auto-régénération et de trans-différenciation en cellules AT1. Une atteinte des 

cellules ATII est responsable de nombreuses pathologies de type fibrose idiopathique pulmonaire. Elles 

sont notamment très sensibles à l’hypoxie, l’une des conséquences retrouvée dans de nombreuses 

maladies comme le cancer du poumon ou l’hypertension pulmonaire (Nova, Skovierova, et Calkovska 

2019b).  
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I.1.2.1.B. Les macrophages alvéolaires 

En plus des ATII, des macrophages alvéolaires se trouvent dans l’espace bronchoalvéolaire pour assurer 

cette fonction de protection. Ils sont localisés à proximité des AT1 ou des ATII (Fig8). Les macrophages 

situés dans les voies respiratoires plus larges vont résider dans le surfactant pulmonaire. Ils sont 

également présents dans l’espace interstitiel entre les alvéoles et les vaisseaux sanguins (Hussell et Bell 

2014). Les macrophages alvéolaires sont des cellules mononuclées avec une capacité à phagocyter. 

Elles proviennent de la différentiation des monocytes pendant leur migration dans les tissus. Les 

macrophages peuvent se diviser en trois groupes :  

-Les macrophages M1 régulent la défense de l’hôte contre les infections virales ou bactériennes. Ils ont 

ainsi des propriétés pro-inflammatoires et leur production est dépendante de l’interféron-gamma. 

-Les macrophages M2 jouent un rôle anti-inflammatoire et leur action est plutôt centré sur la réparation 

des tissus endommagés. Ils sont activés par l’interleukine 4 et l’interleukine 3. 

-Les macrophages dits régulateurs vont eux contrôler les réponses immunitaires pour éviter des 

réactions auto-immunes ou une réaction inflammatoire exacerbée. 

La régulation des macrophages est strictement contrôlée par l’interaction cellules–cellules ou par des 

facteurs solubles présents dans l’environnement. L’épithélium joue un rôle important dans l’inhibition de 

l’activité des macrophages. L’activité des macrophages peut être régulée par les cellules ATII qui elles-

seules expriment OX-2 glycoprotéine membranaire (CD200), une glycoprotéine transmembranaire. La 

liaison de CD200 avec son récepteur sur les macrophages (récepteur de CD200) CD200R résulte en une 

atténuation de l’activité des macrophages (Herold, Mayer, et Lohmeyer 2011). CD200R est largement 

retrouvé exprimé chez les macrophages alvéolaires de la souris comparés à d’autres organes (Hussell et 

Bell 2014). Il existe également la production de l’interleukine 10, de l’expression de TGF-β issu de 

l’épithélium qui vont aussi avoir pour objectif d’inhiber l’activité des macrophages (Hussell et Bell 2014). 

Les Toll-like receptors (TRL2 et TLR6) exprimés sur la membrane des macrophages reconnaissent les 

molécules associées aux agents pathogènes et conduisent à l’activation du facteur de transcription 

nuclear factor-kappa B (Nf-κb) induisant à son tour l’expression de gènes associés à la réponse 

immunitaire comme la production de cytokines inflammatoires. Des protéines du surfactant A  qui sont 

très abondantes dans le fluide des poumons et sont produites par les ATII sont retrouvées comme 

capables d’inhiber l’activité des macrophages en bloquant l’interaction des Toll-like receptors (TLR2 et 

TLR6) avec leur ligands empêchant l’activation de la voie de signalisation initiatrice de la réponse 

inflammatoire (Hussell et Bell 2014)   

  

  



 

24 

I.1.2.1.C. Les fibroblastes 

 L’espace interstitiel entre l’épithélium et l’endothélium contient des fibroblastes (Fig8) (Nova, Skovierova, 

et Calkovska 2019a) qui sont importants dans le développement pulmonaire notamment dans 

l’alvéolisation en supportant la prolifération et la différentiation des AT2 en AT1 ainsi que la production 

des protéines du surfactant, celles qui permettent le modelage de la matrice extra-cellulaire (Ultrastructure 

of developing alveoli. I. The role of the interstitial fibroblast - Vaccaro - 1978 - The Anatomical Record - 

Wiley Online Library s. d.), (Ushakumary, Riccetti, et Perl 2021).  À l’état basal, les fibroblastes sécrètent 

peu de matrice extracellulaire, contrairement à une situation de blessure du poumon où ils en produisent 

beaucoup. Toutefois, lorsque ce processus devient dérégulé, des dommages pulmonaires sont 

engendrés. Il a ainsi été démontré une augmentation de la sécrétion de collagène produit par les 

fibroblastes pulmonaires dans des souris ayant des symptômes de blessure aiguë du poumon (Acute 

lung injury : ALI) (Z. He, Zhu, et Jiang 2009). Il est à noter que la rigidité de la matrice extra-cellulaire est 

un régulateur de l’activité des fibroblastes qui se voit accrue dans les cas de blessures excessives 

induisant notamment un changement de phénotype des fibroblastes, la synthèse de la matrice et une 

sous-régulation des molécules anti-fibrotiques (cyclooxygenase-2 : COX-2, protasglandin E(2) : PGE(2)) 

(White 2015), (F. Liu et al. 2010). 

 

Figure 8: Composition des alvéoles pulmonaires (Nova, Skovierova, et Calkovska 2019a) 

 

I.1.2.1.D. L’endothélium dans le poumon 

Le poumon est séparé par deux systèmes respiratoires bien distincts : le système de la circulation 

systémique bronchiale et le système de la circulation pulmonaire. La circulation pulmonaire a un lit 

vasculaire qui est unique avec un flux sanguin certes important mais de faible résistance induisant ainsi 

une faible pression pulmonaire. Ces caractéristiques particulières sont expliquées par une faible 

opposition au flux sanguin et ses artérioles pré-capillaires qui ont une membrane épaisse (Huertas et al. 

2018). Le dysfonctionnement des cellules endothéliales est souvent associé à de nombreuses 

pathologies.  
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Les différents types de vaisseaux du réseau systémique sont riches en  capillaires qui sont le lieu 

d’échanges entre le sang et les tissus et de ce fait ils forment une barrière plus restrictive  laissant passer 

un faible volume de fluide contenant  l’eau, les solutés et l’oxygène (Gebb et Stevens 2004). Les cellules 

endothéliales des capillaires sont en contact direct avec les cellules épithéliales et jouent un véritable rôle 

dans l’intégrité de la barrière pulmonaire.  

 

I.1.2.2. Les fonctions de l’endothélium pulmonaire 

I.1.2.2.A. Intégrité de la barrière pour le transport de l’oxygène et 

des nutriments 

Pour maintenir l‘homéostasie pulmonaire, l’endothélium joue un rôle central notamment par sa localisation 

entre les vaisseaux sanguins et le tissu pulmonaire. Ses principaux rôles vont s’orienter autour de la 

régulation des transports de protéines, des échanges de gaz, de cellules et de fluides entre le sang et 

l’espace interstitiel. Ce sont des capillaires de type non fenestré. Les échanges peuvent se faire via les 

cellules endothéliales, ou passage transcellulaire, et entre les cellules endothéliales via les jonctions inter-

endothéliales, ou passage paracellulaire. Par conséquent, les jonctions ont un rôle crucial dans le 

transport et le maintien de l’intégrité de la barrière (Vassiliou et al. 2020). Une dérégulation de cette 

barrière peut être d’ordre génétique, hormonal, de l’âge de l’individu, du sexe, de la sécrétion de facteurs 

pro-inflammatoires, de l’hypoxie, des toxines, de la cigarette, du flux sanguin, du stress oxydatif ou bien 

d’infection par des virus (Fig. 9)  (Huertas et al. 2018). En effet, le tonus vasculaire joue un rôle capital 

dans la stabilité de l’endothélium. Pour maintenir un tonus vasculaire stable, la cellule endothéliale doit 

synthétiser et sécréter des protéines capables de répondre aux variations du flux sanguin. Pour cela, la 

cellule endothéliale est métaboliquement très active afin de s’adapter aux signaux externes. Elle va 

notamment sécréter des agents vasodilatateurs ou vasoconstricteurs qui vont rétablir l’équilibre du flux 

sanguin. Les vasoconstricteurs ont pour objectif de rétrécir les vaisseaux sanguins afin d’accroître la 

pression sanguine et de réduire le flux sanguin tandis que les vasodilatateurs auront l’effet opposé. Une 

dérégulation de l’équilibre entre les vasodilatateurs et les vasoconstricteurs entraine une hypertension et 

une augmentation de la résistance vasculaire retrouvée dans certaines pathologies de type lésion 

pulmonaire aiguë (acute lung injury, ALI) où une augmentation de vasoconstricteurs comme 

l’angiotensine II et l’endothéline1 a pu être observée (Maniatis et al. 2008). Cette dernière par exemple 

est souvent retrouvée élevée chez les patients atteints d’hypertension pulmonaire, dans les cas d’atteinte 

pulmonaire et notamment chez les patients touchés par syndrome de détresse respiratoire aiguë (ARDS). 

Son augmentation aberrante peut être associée à une hypoperfusion, une augmentation de la résistance 

vasculaire et ainsi conduire à l’hypertension et in fine à une atteinte irréversible du poumon (Vassiliou et 

al. 2020).  
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Figure 9: Facteurs responsables du dysfonctionnement de l'endothélium pulmonaire (Huertas et al. 2018) 

 

I.1.2.2.B. Régulation du système immunitaire 

Les cellules endothéliales forment une barrière semi-sélective qui régule la migration des cellules 

immunitaires. L’activation des cellules endothéliales produit des cytokines, recrute et active les cellules 

immunitaires et les plaquettes (W. Zhao, Wang, Wang, et al. 2023). Dans le cas de fibrose pulmonaire 

idiopathique (idiopathic pulmonary fibrosis, IPF), les cellules endothéliales sont activées et produisent en 

grande concentration de nombreux facteurs pro-inflammatoires et des molécules d’adhésion comme P et 

E-sélectine contribuant au recrutement des cellules immunitaires. Elles contribuent alors à la fibrose 

pulmonaire en sécrétant des facteurs pro-fibrotiques. Ainsi, l’activation du système immunitaire amplifie 

les dommages tissulaires et active également les fibroblastes qui surproduisent le collagène (Leach et al. 

2013). Cao et son équipe ont démontré que l’activation des cellules endothéliales en cas de fibroses 

permet le recrutement des macrophages au lieu de l’inflammation. Ces derniers induisent l’expression de 

Jag1 dans les cellules endothéliales connu pour activer les fibroblastes (Z. Cao et al. 2016). Récemment, 

il a été suggéré que le recrutement des monocytes pouvait être induit par les métalloprotéases 19 

exprimées par les cellules endothéliales. MMP19 induisait la transition endothéliale-mésenchymateuse 

retrouvée dans les patients atteints d’ IPF(W. Zhao, Wang, Yang, et al. 2023). 

 

I.1.2.3. Les pathologies pulmonaires 

I.1.2.3.A. ALI et ARDS 

La dérégulation de la barrière endothéliale pulmonaire est l’un des principaux facteurs de nombreuses 

maladies comme le syndrome de détresse respiratoire aiguë (acute respiratory distress syndrome, 

ARDS) ou lésion pulmonaire aiguë (acute lung injury (ALI) (Vassiliou et al. 2020). ALI est un cas de défaut 

respiratoire et d’hypoxie aiguë qui peut progresser en détresse respiratoire aiguë. Son taux de mortalité 

est très élevé : autour de 30 à 40 %. La dysfonction des cellules endothéliales pulmonaires est une cause 
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majeure de ces pathologies par la perte de l’intégrité de la barrière, par la formation d’œdèmes, 

l’augmentation de la coagulation, l’infiltration de cellules inflammatoires dans l’espace alvéolaire et 

l’augmentation de la production de cytokines inflammatoires dans les poumons. Ainsi ces processus 

promeuvent l’inflammation, engendrant des dommages profonds au niveau épithélial et endothélial 

(Fig10) (Y.-X. Li et al. 2022) (Cusack et al. 2023). Cette dysfonction conduit ensuite à la vasoconstriction 

pulmonaire, l’augmentation de la résistance pulmonaire et donc à l’hypertension. Associée à la 

progression de la pathologie, une diminution de la densité des capillaires et une hypertrophie des cellules 

musculaires lisses conduisent à l’épaississement de la média (Borek et al. 2023). 

 

 

Figure 10 : Mécanismes clés contribuant à la progression d’ALI et d’ARDS (Cusack et al, 2023).  

 

I.1.2.3.B. Hypertension pulmonaire 

L'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) est une maladie vasculaire pulmonaire rare et grave, 

caractérisée par l'augmentation de la résistance des artères pulmonaires, aboutissant à une insuffisance 

cardiaque droite. L’HTAP est définie par une augmentation de la moyenne de la pression artérielle au 

repos supérieure à 20mmHg. Un remodelage de l’intima est observé avec une augmentation de 

l’épaisseur qui serait lié à la prolifération désorganisée des cellules endothéliales. La média est également 

augmentée chez les patients atteints d’hypertension de manière significative ainsi que l’adventice.  Une 

inflammation est retrouvée suite à une accumulation de macrophages, de monocytes et de cellules 

dendritiques au niveau de l’adventice (Fig11) (Tuder 2017) (Beckmann et al. 2022). 
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Figure 11 : Dérégulation des vasoconstricteurs conduisant au remodelage vasculaire avec une hypertrophie de la 

média, la prolifération des cellules endothéliales, l’augmentation des cytokines inflammatoires induisant une 

prolifération des fibroblastes et in fine à la modification de la pression et l’apparition de l’hypertension pulmonaire 

(Beckmann et al. 2022). 

 

I.1.2.3.C. La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) 

La FPI est induite par plusieurs facteurs d’ordre génétique et épigénétique, mais aussi par le 

vieillissement, les infections et les facteurs environnementaux, tout ceci conduisant à une perte 

importante de la capacité respiratoire. Elle se caractérise par une remodélisation dysfonctionnelle du 

parenchyme liée à l’activité excessive des myofibroblastes déposant la matrice extracellulaire ou 

collagène (la fibrose) et une dérégulation de l’inflammation (Y. Zhang et Wang 2023). Elle engendre un 

dysfonctionnement des cellules endothéliales en activant les voies profibrotiques, et en favorisant la 

transition mésenchymateuse des cellules endothéliales (Martin et al. s. d.). L’intégrité de la barrière est 

par conséquent grandement affectée, conduisant à une augmentation de la perméabilité, à la perte 

partielle des capillaires, à une augmentation locale de l’angiogenèse et de la présence de cellules 

endothéliales dans le parenchyme du poumon. La présence de stimuli fibrotiques induit la 

reprogrammation des cellules endothéliales induisant la formation d’œdèmes, ce qui contribue à 

l’inflammation. La perfusion au travers des vaisseaux est diminuée, induisant de l’hypoxie qui exacerbe 

la pathologie, laquelle se trouve favorisée par l’inflammation et les dommages à l’épithélium  (Fig12) (Bian 

et al. 2023) (Borek et al. 2023). 

 

I.1.2.3.D. Bronchopneumopathie chronique obstructive 
(Chronic obstructive pulmonary disease (COPD)) 

C’est une maladie inflammatoire caractérisée par une destruction du parenchyme, une obstruction des 

voies respiratoires et une production excessive de mucus. Un dysfonctionnement de l’endothélium est 

notamment remarqué par une réduction d’expression d’agents vasodilatateurs, un épaississement de 

l’intima avec une prolifération excessive et peu différenciée de cellules musculaires lisses et de protéines 
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de la matrice extracellulaire expliquant l’obstruction des voies respiratoires (Fig 12) (Borek et al. 2023). 

Les patients sont souvent atteints d’hypertension pulmonaire (Polverino, Celli et Owen 2018). 

. 

 

Figure 12: Remodelage vasculaire dans les poumons chez les patients atteints de fibrose pulmonaire associée à de 
l'hypertension (PH-PF) et COPD avec de l'hypertension (Borek et al. 2023). 

 

 

I.1.3. L’angiogenèse 

I.1.3.1. Les différents mécanismes de formation des 

vaisseaux 

I.1.3.1.A. L’angiogenèse par bourgeonnement 

En condition physiologique, les cellules endothéliales sont à l’état de quiescence. Toutefois, en réponse 

à un stress, à une blessure ou à l’hypoxie, les cellules endothéliales vont orchestrer tout un processus 

appelé angiogenèse impliquant la formation de nouveaux vaisseaux sous l’action de facteurs pro-

angiogéniques comme le vascular growth factor (VEGF). L’angiogenèse est un processus finement régulé 

dont la première étape consiste en la dégradation partielle de la matrice extracellulaire (ECM) par l’action 

des métalloprotéases. À ce stade, les cellules endothéliales perdent le contact avec l’ECM et sont 

exposées aux collagènes interstitiels et à de nombreux facteurs pro-angiogéniques, ce qui entraine 

l’activation de multiples voies de signalisation associées au bourgeonnement et à la réorganisation du 

cytosquelette. Les cellules endothéliales prolifèrent et migrent vers leur destination périvasculaire, 

processus au cours duquel elles vont former des tubes. Deux types de cellules endothéliales se 

distinguent au cours du bourgeonnement : les « tip cells » sont considérées comme les cellules 

migratoires qui vont suivre par chimiotactisme le gradient de VEGF pour former les vaisseaux tandis que 

les « stalk cells » sont les cellules qui vont suivre les tip cells (Gerhardt et al. 2003). La sélection des 
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cellules tip et stalk est régulée via VEGF et la voie Delta-like-4(Dll4)/Notch. En réponse à VEGF, les 

cellules « tip »  produisent Dll4, (platelet derived growth factor subunit B) PDGF-B et  vascular growth 

factor receptor VEGFR2, VEGFR3 (Lugano, Ramachandran et Dimberg 2020 ; Tammela et al. 2008). Le 

rôle de VEGF ici est d’inhiber la voie de signalisation Notch et ainsi favoriser le bourgeonnement, les 

branchements, et la formation de filopodes chez les cellules tip (Jakobsson et al. 2010). La sécrétion de 

Dll4 par les cellules « tip » activent la voie Notch dans les cellules voisines empêchant la différentiation 

de ces dernières en cellules « tip » (Hellström et al. 2007). Dll4 joue aussi le rôle de régulateur négatif de 

l’angiogenèse empêchant des bourgeonnements excessifs (Lobov et al. 2007). La neuropiline, un 

récepteur ayant la capacité de fixer les molécules de la famille des sémaphorines, amplifie également 

l’action des cellules « tip » via l’activation des voies de signalisation de VEGFR2 et VEGFR3. La  

neuropiline peut fixer VEGF et servir de présentateur de VEGF au récepteur VEGFR2 (Fantin et al. 2013). 

En ce qui concerne les cellules « stalk », elles suivent les cellules « tip », ont la charge de la formation 

du lumen et des connexions des bourgeonnements. Elles ont plus une capacité de prolifération que de 

migration, comparées aux cellules « tip ».  Les bourgeonnements entrent en contact et forment une 

jonction entre eux définie comme l’anastomose. Cette jonction peut être située entre deux 

bourgeonnements ou bien entre un bourgeonnement et un vaisseau préexistant (Lugano, Ramachandran 

et Dimberg 2020). À ce stade, les péricytes sont recrutés par le facteur PDGF-B tandis que 

l’angiopoiétine1 et le TGF- stabilisent les nouveaux vaisseaux (Fig13)(Fig14) (Krüger-Genge et al. 2019) 

(Betsholtz 2018). 

. 

 

Figure 13: Les différentes étapes de l'angiogenèse par bourgeonnement (Krüger-Genge et al. 2019). 
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Figure 14 : Mécanismes moléculaires contribuant à l’activation des cellules « tip », l’élongation des cellules « stalk » 

et le recruitement des péricytes (Betsholtz, 2018). 

 

I.1.3.1.B. L’angiogenèse par intussusception 

Un autre moyen de néo-angiogenèse décrit dans la littérature est l’intussusception qui donne naissance 

à de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux existants par un mécanisme d’invagination. Il 

ne nécessite pas une forte prolifération des cellules ni de dégradation de l’ECM. Le VEGF, le PDGF et 

les forces hémodynamiques sont les facteurs majeurs contribuant à ce processus (Ahmadi et Rezaie 

2020; Wilting et al. 1996, 121) qui est défini par la formation d’un pilier intraluminal dans le vaisseau. Les 

cellules endothéliales sont restructurées et forment un trou au centre de ce pilier. Ce pilier est ensuite 

occupé par des péricytes et des fibroblastes qui synthétisent de l’ECM. Toutes ces étapes conduisent à 

la séparation du vaisseau en deux nouveaux vaisseaux de plus petit diamètre (Fig15) (Ahmadi et Rezaie 

2020).  Ce type de processus a été décrit dans plusieurs cas de cancers comme le mélanome et le cancer 

colorectal (Patan, Munn, et Jain 1996; Ribatti et al. 2005)  

 

 

 

Figure 15 : L’intussusception ou la formation de 2 vaisseaux à partir d'un vaisseau existant (Ahmadi et Rezaie 2020)  
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I.1.3.1.C. La vasculogenèse 

Durant le développement, de nouveau vaisseaux sont formés à partir des cellules progénitrices 

endothéliales qui se différentient et s’associent. Ce processus appelé la vasculogenèse, mobilise les 

angioblastes qui se différencient en précurseurs des cellules endothéliales. Ces derniers vont migrer vers 

le mésoderme paraxial, s’assembler, proliférer et se différencier pour former un plexus avec le tube 

endocardial (Fig16) (Lugano, Ramachandran, et Dimberg 2020). Ces étapes donnent lieu à la formation 

de l’aorte dorsale et des veines cardinales. Il a été démontré qu’après irradiation, c’était la vasculogenèse 

et non l’angiogenèse qui se produisait dans le cas de glioblastome (Kioi et al. 2010). Dans ce contexte-

ci, le recrutement des progéniteurs ou des cellules hématopoïétiques de la moelle osseuse participent à 

la formation de nouveaux vaisseaux et contribuent au développement de la croissance tumorale. Les 

progéniteurs pourraient être ainsi utilisés comme des marqueurs prédicifs de cancer (Ahn et al. 2010). 

 

Figure 16: La vasculogenèse pendant le développement (Lugano, Ramachandran, et Dimberg 2020) 

 

 

I.1.3.2. VEGF, acteur central de l’angiogenèse 

I.1.3.2.A. La famille de VEGF 

Le vascular growth factor ou VEGF est l’un des facteurs clés de l’angiogenèse comme il a pu être constaté 

dans l’intussusception et l’angiogenèse par bourgeonnement. L’idée d’une protéine favorisant la 

formation des vaisseaux sanguins avait été émise dans les années 1935-1945. Il faudra attendre 1983 

pour qu’elle soit identifiée en tant que Vascular Permeability Factor, et 1989 avant qu’elle soit séquencée 

et isolée en tant que VEGF, une heparin-binding protein de 45kDa par Dr Ferrara (Ferrara et Adamis 

2016). Cette approche fut cruciale pour l’évolution de la connaissance du rôle de VEGF et de 

l’angiogenèse en elle-même. VEGF ou VEGF-A fait partie d’une famille de protéines incluant VEGF-B, 

VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E et placental growth factor impliquées dans plusieurs fonctions. VEGF-C et 

VEGF-D sont principalement responsables de la lymphangiogenèse (Alitalo, Tammela, et Petrova 2005) 
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tandis que VEGF-A joue un rôle dominant dans l’angiogenèse. Récemment VEGF-B a été décrit comme 

un inhibiteur de l’angiogenèse via l’inhibition de la voie du fibroblast growth factor 2 et son récepteur 

(FGF2/FGFR1). En terme mécanistique, VEGF-B se lie à FGFR1 formant un complexe avec VEGFR1 

provoquant la diminution drastique de l’angiogenèse et la croissance tumorale (Lee et al. 2023). De plus, 

VEGF-E a également été décrit comme un homologue de la famille de VEGF dans le génome de 

parapoxvirus Orf virus et est aussi engagé dans l’angiogenèse et l’inflammation au niveau de la peau 

issue de l’infection par le virus. Il contrôle l’angiogenèse via la voie de signalisation de VEGFR2 (Meyer 

et al. 1999).  

 

 

I.1.3.2.B. VEGF ou VEGF-A  

Chez l’adulte, VEGF induit la prolifération, la migration, le bourgeonnement et la formation des tubes par 

les cellules endothéliales. Il est également un facteur de survie des cellules endothéliales associé à la 

VE-cadhérine tout comme il est fortement impliqué dans la croissance tumorale. Durant le développement 

des embryons de souris, le gène Vegfa a été identifié comme le premier exprimé dans la partie antérieure 

de l’embryon où il induit la migration des cellules porteuses de son récepteur. VEGF est une glycoprotéine 

de 165 acides aminées présentant un poids moléculaire de 45kDa en condition non dénaturante et de 23 

kDa en condition dénaturante (Pérez-Gutiérrez et Ferrara 2023). VEGF a plusieurs isoformes liées à 

différentes excisions de l’exon 6 et 7 : VEGF121, 165, 189 et 206 donnant lieu à des protéines avec un 

nombre d’acides aminées différents: 121, 165, 189 et 206 respectivement.  VEGFA 165 est la forme la 

plus exprimée dans les tissus sains et dans les tumeurs tandis que les formes VEGFA 145 et 183 sont 

moins communes. Ce qui distingue les isoformes, est leur capacité à se lier à l’héparine. VEGF 121 a 

une faible affinité pour cette dernière contrairement à VEGF 189 et VEGF 206 qui contiennent chacun 

deux domaines de liaison à l’héparine (codé dans l’exon 6 et 7) et sont ainsi séquestrés dans l’ECM. Pour 

le cas de VEGF 165, il possède un seul domaine de liaison codé dans l’exon 7, ce qui le rend à la fois 

diffusible et séquestré dans l’ECM (Houck et al. 1992). Certaines protéases comme la plasmine et la 

métalloprotéase MMP3 peuvent rendre VEGF165 diffusible en agissant sur la partie COOH terminale 

enchâssée dans l’ECM (Apte, Chen, et Ferrara 2019). D’autres isoformes particulières ont été décrites 

pour VEGF comme VEGF165b qui aurait une activité inhibitrice et est fortement dérégulé dans les 

tumeurs rénales (Bates et al. 2002). En effet, une surexpression induite de VEGF165b dans les tumeurs 

de la prostate, du colon et des mélanomes retardent leur croissance (Harper et Bates 2008). L’autre 

isoforme particulier est VEGF-Ax qui a d’abord été décrit comme un isoforme possédant une extension 

de 22 acides aminés dans sa partie terminale COOH par rapport à VEGF165 avec une capacité anti-

angiogénique. Son inhibtion conduit à une augmentation de la prolifération, de la migration et de la 

formation de tubes (Eswarappa et al. 2014). Toutefois, deux ans plus tard, une autre équipe contredit les 

résultats et décrit cet isoforme avec une capacité pro-angiogénique, mitogénique bien que son activité 

soit moins efficace que celle de VEGF165 par son impossibilité à se lier à la neuropilline 1 (Xin et al. 

2016). 

 

 

 



 

34 

I.1.3.2.C. Les récepteurs de VEGF  

La famille des VEGF se lie aussi bien à ses récepteurs (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3) présents à la 

surface des cellules endothéliales ainsi qu’à des co-récepteurs (neuropilline 1 et neuropilline 2) (Fig17). 

(Pérez-Gutiérrez et Ferrara 2023). 

 

 

 

Figure 17: VEGF-VEGFR interaction et voies de signalisation (Pérez-Gutiérrez et Ferrara 2023)   

 

 

 VEGFR1 : 

VEGFR1 est également connu sous le nom de FLT1 et présente un domaine à sept boucles   

immunoglobulines dans la partie extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine 

cytoplasmique. Il existe une forme clivée de VEGFR1 non ancrée à la membrane qui sera sous forme 

soluble. Cette forme de VEGFR1 joue le rôle de guide dans l’élongation des vaisseaux au cours de la 

morphogénèse en controlant le gradien de VEGF-A. Il a également été décrit comme un leurre de part sa 

capacité à attirer VEGF-A mais son absence de partie intracellulaire empêche toute activation de voie de 

signalisation et lui confère des propriétés anti-angiogéniques. Elle est  présente dans le placenta où une 

surexpression de VEGFR1 soluble est détectée chez les femmes enceintes atteintes de pré-éclampsie 

(Fig17) (Maynard et al. 2003).Cette forme soluble a également été retrouvée chez les patients atteints de 

maladie chronique du rein où la microvasculature rénale des glomérules est très sensible à la variation 

de VEGF-A. De plus, une faible expression de la forme soluble de VEGFR1 est observée chez les patients 

atteints de la dégénérance maculaire liée à l’âge associé à une neovascularisation choroïdienne(Failla, 

Carbo, et Morea 2018). 
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VEGFR1 est essentiellement exprimé dans les cellules endothéliales mais aussi  sur les cellules souches 

hématopoïétiques, les macrophages, les monocytes et les cellules tumorales (Pérez-Gutiérrez et Ferrara 

2023). Bien que VEGFR1 présente une forte affinité pour VEGF, il n’a pourtant pas une forte activité 

signalétique du fait de son absence de phosphorylation sur tyrosine après stimulation. De ce fait, VEGFR1 

est plutôt défini comme un récepteur leurre qui, au lieu d’induire l’angiogenèse et la prolifération, va 

contrôler négativement l’activité de VEGF. En effet, il a été proposé que VEGFA soit séquestré par 

VEGFR1, le rendant moins disponible pour son autre récepteur VEGR2 (Park et al. 1994). Chez des 

patientes atteints de cancer du sein, la concentration de VEGFR1 était proportionnelle aux taux de survie 

(Lebok et al. 2016).  

 

 VEGFR2 : 

VEGFR2, connu comme KDR ou FLK1 chez la souris a un domaine extracellulaire à sept boucles d’ 

immunoglobines, un domaine transmembranaire (TMD), un domaine juxtamembrane (JMD), et un 

domaine cytoplasmique à activité tyrosine kinase. Dans ce domaine , il y a un site de liaison à l’ATP 

(TKD1), un domaine insert kinase (KID), un domaine phosphotransférase (TKD2) et un domaine C-ter 

flexible (CTD) (Fig18)(X. Wang et al. 2020). 

 

 

VEGFR2 est majoritairement exprimé dans les cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques ainsi 

que dans les cellules hématopoïétiques.  VEGFR2 est une protéine d’un poids moléculaire apparent de 

200-230kDa qui a la capacité de lier VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E mais plus particulièrement VEGF-A 

Figure 18: Structure et mécanisme d'activation de VEGFR2 
(Wang et al. 2020) 



 

36 

(Fig17) (Pérez-Gutiérrez et Ferrara 2023). La liaison d’un ligand de la famille de VEGF induit l’activation 

de VEGFR2. En effet, VEGF se lie à l’homodimère au niveau du domaine immunoglobine 2 et 3 entraînant 

l’autophosphorylation sur tyrosine dans son domaine kinase et sa dimérisation essentielle pour avoir une 

liaison forte avec VEGF (Fig18) (X. Wang et al. 2020). La phosphorylation des sites Y1054 et Y1059 est 

requise pour atteindre l’activation maximale de VEGFR2. VEGF peut en plus se lier à la neuropilline 1 

(NRP-1) pour accentuer son affinité au récepteur (Soker et al. 1998). 

 

Ce récepteur est l’acteur clé dans la perméabilité, l’angiogenèse et la prolifération cellulaire. L’activation 

de VEGFR2 conduit à la régulation de différentes voies de signalisation (Fig19) (Zhu et Zhou 2015) : 

-Les voies de ERK/MAPKs qui vont être impliquées principalement dans la migration et la 

prolifération des cellules endothéliales. L’activation de ces voies nécessite la phosphorylation du site 

Y1175 de VEGFR2 (chez la souris Y1173) qui recrute Src homology-2 domain containing protein B (SHB). 

En effet, une mutation sur cette tyrosine induit un profond défaut dans la formation des vaisseaux et dans 

l’angiogenèse induisant la mort in utero au jour 8.5-9.5 (Sakurai et al. 2005). 

-La tyrosine kinase d’adhésions focales (focal adhesion kinase: FAK) via la phosphorylation de 

Y1175 (Y1173 chez les souris) mobilise SHB qui à son tour active FAK impliquée dans l’adhésion des 

cellules et leur migration.  

-La voie phospholipase C isoformes gamma (PLC gamma) via la phosphorylation du site Y1175, 

recrute les voies de signalisation dépendante du calcium qui sont plus impliquées dans la prolifération 

cellulaire, la réplication de l’ADN et la perméabilité. 

-La voie Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/ protéine kinase B (Akt) via la phosphorylation du site 

Y951 (949 chez les souris) conduit au recrutement de la protéine adaptatrice T cell-specific adaptor (Tsad) 

et à l’activation de proto-oncogène tyrosine-protéine kinase Src (Src). Src active PI3K/Akt et contribue  à 

la perméabilité cellulaire et à la survie (X. Wang et al. 2020).  

-La motilité est également régulée par le site Y1214 phosphorylé induisant la liaison à SH2/SH3 

adaptor protein neuronal CDK (NCK) et l’activation de la voie p38/ Mitogen-activated protein kinases 

(MAPKs). 
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Figure 19 : Les cascades de signalisation de VEGFR2 (Zhu et Zhou 2015)  

 

 

 VEGFR3 : 

VEGFR3 est quant à lui largement impliqué dans la lymphangiogenèse (Fig17). Il a une forte affinité pour 

VEGF-C et VEGF-D. Chez l’adulte, VEGFR3 est majoritairement exprimé dans les cellules endothéliales 

lymphatiques. L’activation de VEGFR3 promeut la prolifération, la migration à travers l’activation d’une 

cascade de signalisation comprenant Akt et PI3K (Fig17)(Pérez-Gutiérrez et Ferrara 2023). Dans le cas 

de tumeur, il est associé à la lymphangiogenèse tumorale et au développement des métastases (Tacconi 

et al. 2019). 

 

I.2. Les cellules endothéliales et leur 

hétérogénéité 
L’endothélium vasculaire, décrit pour la première fois en 1865, est composé d’une mono couche de 

cellules endothéliales qui tapisse la face interne de tout le système vasculaire. Cette mono-couche 

représente à elle-seule une surface de 3000 à 6000 m² (Gimbrone 1987). Les cellules endothéliales sont 

ancrées à la lame basale et la quantité est estimée à plus de 10 trillions de cellules chez l’adulte. Les 

cellules endothéliales doivent maintenir l’homéostasie des vaisseaux sanguins en participant à la 

régulation de l’intégrité de la barrière endothéliale, du transfert de protéines, d’ions et d’eau. Elles 

contribuent également à la stabilisation du flux sanguin par la sécrétion de facteurs contrôlant la 

vasoconstriction et la vasodilatation. Leur champ d’action atteint les cellules avoisinantes comme les 

cellules musculaires lisses et les leucocytes (Galley et Webster 2004a). 

A l’âge adulte, les cellules endothéliales sont à l’état de quiescence caractérisé par l’absence de 

prolifération, de migration et de signaux stimulants. Les cellules endothéliales ont en effet une activité de 
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prolifération très faible voire absentes, sauf dans le foie et la rate où il a été démontré que le taux de 

prolifération des cellules avoisinait les 1% (Kalucka et al. 2020).  De plus, la demi-vie des cellules, estimée 

par incorporation au Carbone 14, s’est révélée autour de 6 ans pour les cellules endothéliales cardiaques 

montrant leur très faible capacité proliférative (Bergmann et al. 2015). Bien qu’elles soient dites 

quiescentes, elles sont cependant très actives avec la possibilité d’engager diverses voies de 

signalisation comme celles de régulations endocrines, autocrines et paracrines pour répondre aux 

signaux environnants, afin de remplir toutes les fonctions nécessaires au maintien de l’homéostasie des 

vaisseaux (Ricard et al. 2021).  

 

I.2.1. La structure des cellules endothéliales 

Les cellules endothéliales proviennent des hémangioblastes et des angioblastes issus du mésoderme. 

Au cours du développement, elles se différencient en cellules endothéliales selon les signaux perçus 

activant des facteurs de transcriptions (Foxc, Foxo, Mef2c, Etv2 par exemple) et des voies de signalisation 

spécifiques (PI3K-Akt, mTOR, Notch) nécessaires au contrôle du devenir de la cellule (Fig20) (Tsuji-

Tamura et Ogawa 2018). Les hémangioblastes peuvent se différencier en cellules endothéliales ou en 

cellules hématopoïétiques.  

 

 

Figure 20: Formation des cellules endothéliales (Tsuji-Tamura et Ogawa 2018)  

 



 

39 

Afin d’accomplir ces différentes fonctions, la cellule endothéliale possède une structure qui lui est propre. 

Sa forme peut varier en fonction de l’organe et du lit vasculaire mais elles sont généralement fines avec 

une épaisseur comprise entre 0,1 et 10 µm et une longueur comprise entre 30 et 50 µm (Krüger-Genge 

et al. 2019). Elles sont polarisées ce qui signifie que leur membrane apicale est orientée vers le sang et 

en contact direct avec les cellules sanguines. La surface basale quant à elle est séparée du tissu, des 

péricytes et des cellules musculaires lisses par une couche de la matrice extracellulaire tandis que sa 

surface apicale contient une couche de protéines appelée glycocalyx (Fig21)(Sluiter et al. 2021).  

 

Figure 21: Structure de la cellule endothéliale (Sluiter et al. 2021) 

Légende : 

VSMC : cellules musculaires lisses (Vascular Smooth Muscle cells),  

ECM : matrice extracellulaire 
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 Elles s’orientent en fonction du flux sanguin pour minimiser la résistance (Fig22)(Sfriso et al. 2018).  

Figure 22: Immunofluorescence de la VE-cadhérine et de CD31 dans des cellules endothéliales d’aorte de porc en 

condition sans flux (a,b) et avec flux (c,d). (Sfriso et al. 2018) 

  

In vitro, les cellules endothéliales ont un phénotype de type pavé(Fig23) (Lau et al. 2021).  

 

Figure 23: Images en microcopie à contraste de phase de cellules endothéliales de veine de cordon ombilical humain 

(HUVECs) ou d’artère (HUAEC) ensemencées à 15 000 cellules par puits et cultivées pendant 2, 4 et 7 jours. 

Grossissement 10x (Lau et al. 2021). 
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I.2.1.1. Le glycocalyx 

La surface apicale des cellules endothéliales possède une couche de protéines appelée glycocalyx qui 

est synthétisée par les cellules. Ce sont des protéoglycanes à longues chaînes de glycosaminoglycanes 

(GAG), des glycoprotéines et d’autres molécules liées à la coagulation telle que l’antithrombine III, la 

superoxyde dismutase et l’acide hyaluronique. Sa composition peut varier en fonction des fluctuations de 

la pression sanguine (Krüger-Genge et al. 2019) ou en fonction du lit vasculaire dont l’épaisseur peut aller 

de 0,5 µm pour les capillaires à 4,5 µm dans les grosses artères (Villalba, Baby et Yuan 2021). Ce 

glycocalyx va former une barrière entre le sang et l’endothélium en empêchant le passage de molécules 

de poids moléculaire supérieur à 70 kDa, des plaquettes et des cellules sanguines (Fig24) (Krüger-Genge 

et al. 2019 ; Reitsma et al. 2007).  

De plus, ce glycocalyx régule l’adhésion des molécules grâce à la grande concentration de charges 

anioniques portée par la chaîne GAG et favorise ainsi l’adsorption des molécules chargées positivement. 

Le glycocalyx est aussi capable d’agir comme un mécano-senseur permettant aux cellules endothéliales 

de capter les stress mécaniques. En effet, le flux sanguin exerce des forces mécaniques sur les cellules 

endothéliales perçues par le glycocalyx qui peut induire la production d’oxyde nitrique, un modulateur du 

tonus vasculaire (Villalba, Baby et Yuan 2021). De plus, le changement de conformation du glycocalyx 

peut à l’inverse influencer aussi le tonus vasculaire car une diminution de flux suite à la diminution de la 

production d’oxyde nitrique a été observée après la dégradation de l’acide hyaluronique GAG (Mochizuki 

et al. 2003)  

Figure 24: Schéma représentant la structure du glycocalyx et sa composition. (Krüger-Genge et al. 2019; Reitsma et 
al. 2007) 

AT III : antithrombine III 

GAG-chain : glycosaminoglycan  

Ec-SOD : extracellulaires superoxide dismutase 
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I.2.2. L’hétérogénéité des cellules endothéliales 

Pour répondre aux besoins de chaque organe, les cellules endothéliales sont très plastiques et forment 

des endothéliums très hétérogènes. Bien que les cellules endothéliales soient décrites comme des 

cellules plates, elles présentent en réalité des différences phénotypiques selon leur localisation. Elles 

sont par exemple légèrement plus cubiques au niveau des veinules et leur épaisseur peut varier entre 

0.1µm dans les capillaires et 1µm au niveau de l’aorte (Aird 2007). En comparant les cellules de l’aorte 

et les cellules de l’artère pulmonaire, il a été distingué que les premières étaient plus étroites et longues 

tandis que les deuxièmes étaient plus courtes mais plus larges. Au sein d’un même organe, on peut  

apercevoir des différences notables comme dans le poumon où les cellules endothéliales artérielles ont 

une forme rectangulaire, contrairement aux cellules veineuses qui sont plus rondes (Kibria et al. 1980).  

L’un des exemples d’hétérogénéité est les hautes veinules endothéliales (High Endothelial Venules, HEV) 

qui sont des venules post-capillaires, dont les cellules endothéliales sont caractérisées par leur aspect 

cubique et bombé, entourées d’une épaisse couche de membrane basale contrairement à la morphologie 

des autres cellules endothéliales. Elles sont exclusivement présentes dans les organes lymphoides 

secondaires à l’exception de la rate. Les HEV jouent un rôle essentiel dans la migration des lymphocytes 

et ainsi dans la surveillance immunitaire face aux bactéries et aux virus mais également face aux cellules 

cancéreuses. Elles autorisent l’entrée des cellules naives et des lymphocytes T mémoires dans les 

organes lymphoides, lieu de rencontre avec les antigènes et ainsi inititier la réponse immunitaire(Ruddle 

2023). Une combinaison de l’adressine exprimé par HEV et des cytokines comme CCL21 facilitent la 

capture et l’ancrage des cellules naives sur les HEV et promeut leur extravasation. Les HEV apparaissent 

également dans de nombreux organes atteints de maladies inflammatoires comme les maladies 

autoimmunes pancréatiques, les maladies inflammatoires de la peau(Hussain et al. 2022). Dans ces cas-

ci les HEV vont contribuer aux recruitements anormaux des lymphocytes(Girard et Springer 1995). Les 

HEV ont également été retrouvées dans les cancers et joueraient un rôle important dans l’entrée des 

lymphocytes dans les tumeurs et ainsi contribuer à un processus anti-tumoral. En effet, l’analyse des 

tumeurs du sein ont montré une corrélation entre la densité des HEV, l’augmentation de l’infiltration des 

lymphocytes et l’amélioration du prognostique (Hussain et al. 2022) (Milutinovic et Gallimore 2023).Les 

analyses transcriptomiques ont d’ailleurs mis en évidence une hétérogénité des HEV entre les organes 

lymphoides, au sein de même des organes (par l’expression de molécules facilitant la migration de 

certains types de lymphocytes) et entre les conditions d’homéostasie, inflammatoires et cancéreuses. 

Nous pouvons prendre en exemple une stimulation inflammatoire où l’expression des gènes 

inflammatoires se retrouvent transitoirement augmentée, associée à une baisse transitoire de 

l’expression des gènes retrouvés dans les HEV dits matures. Le changement éphémère de phénotype 

permet aux HEV d’acquérir un double phénotype permettant le recruitement de cellules naives et des 

lymphocytes activés(Veerman et al. 2019).  

 

Les jonctions entre les cellules endothéliales vont également varier selon leur lit vasculaire en fonction 

des besoins des organes et des flux sanguins. Ainsi les artères, exposé à un fort stress et un fort flux, ont 

un réseau de jonctions serrées très développé contrairement aux veinules. Par exemple, on trouve dans 

le cerveau des vaisseaux composés majoritairement de jonctions serrées pour le protéger contre les 

fluctuations sanguines et les modifications de composition du sang (Aird 2007). La diversification de la 
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composition des jonctions va grandement affecter le rôle des cellules endothéliales aussi bien au niveau 

de la perméabilité que de l’extravasation des leucocytes. 

 

I.2.3 Les fonctions des cellules endothéliales 

I.2.3.1. Perméabilité 

Pour le transport des cellules, ions, solutés et protéines, l’endothélium va être plus ou moins perméable 

en fonction des besoins des organes. L’endothélium des capillaires est non fenestré et continu où le 

passage des molécules est plus finement régulé pour le bon fonctionnement des organes, comme c’est 

le cas pour le poumon, le cerveau, la peau et le cœur. L’endothélium fenestré continu est retrouvé dans 

des organes où la filtration et le transport transendothélial sont cruciaux, notamment pour les organes 

endocriniens et les reins. La fenestration sont des pores transcellulaires d’un diamètre autour de 70 µm. 

Enfin, les endothéliums discontinus sinusoïdaux avec de larges fenestrations (supérieur à 100 µm) sont 

retrouvés dans le foie (Aird 2007). 

L’inflammation engendre une modification de la perméabilité induisant le passage de nombreuses 

molécules pro-inflammatoires jusqu’aux passages de cellules. La réponse aux agents pro-inflammatoires 

est différente selon le type de vaisseaux. La stimulation du tumor necrosis factor alpha (TNF-α) chez les 

souris montre une réponse inflammatoire plus importante au niveau des veines caves inférieures, 

contrairement aux aortes, avec une augmentation de la perméabilité, de l’adhésion et l’extravasation des 

leucocytes (Eriksson et al. 2005). Tout comme dans les modèles de rat diabétique, la perméabilité fut 

d’abord observée au niveau des artérioles avant les capillaires (Barber et Antonetti 2003). 

 

I.2.3.2. La diapédèse des leucocytes 
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L’interaction entre les leucocytes et les cellules endothéliales est largement remarquée au niveau des 

veinules post-capillaires  dans la peau , les muscles squelettiques, le mésentère mais certaines études 

ont montré qu’elle pouvait exister en moindre mesure dans les veines, les capillaires et les artérioles (Aird 

2007; Eriksson et al. 2005). Les étapes de l’extravasation des leucocytes se retrouvent modifiées en 

fonction du lit vasculaire. Contrairement au dogme établi sur la diapédèse des leucocytes, les leucocytes 

du foie migrent en premier lieu dans les sinusoïdes via un mécanisme indépendant des sélectines mais 

des molécules d’adhésion intercellulaire (intercellullar adhesion molecule (ICAM)) (Aird 2007). Dans le 

cas du poumon, les leucocytes doivent traverser deux barrières: l’endothélium et l’épithélium. Les 

leucocytes adhèrent à l’endothélium au niveau des capillaires indépendamment de l’étape de roulement 

et seront plus dépendants de ICAM-1 que de P et E-selectine. Plus particulièrement dans le poumon 

exposé à l’hypoxie, l’expression de P-selectine était augmentée seulement dans les artérioles tandis que 

l’expression de ICAM-1 était quant à elle augmentée dans les capillaires induisant la séquestration des 

leucocytes (Fig25) (Aird 2007; Nishio et al. 1998). 

 

       Figure 25 :  Endothelium et la diapédèse des leucocytes. (Aird et al, 2007) 
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I.2.3.3. La thrombose 

Bien que les cellules endothéliales soient en contact proche avec les plaquettes sanguines, une fine 

régulation est mise en place dans le système vasculaire d’un organe sain pour éviter toute étape de 

coagulation. La moindre dérégulation peut en effet entrainer des changements pro-inflammatoires et pro-

coagulateurs. Les plaquettes sanguines circulent dans le sang à l’état de repos. Les cellules endothéliales 

ont un effet régulateur de ce bon fonctionnement plaquettaire par la sécrétion de divers facteurs qui 

empêchent leur agrégation, leur adhérence au tissu endothélial et leur activation. L’agrégation 

plaquettaire dépend aussi de l’adénosine triphosphate (ATP), l’adénosine diphosphate (ADP) ou 

monophosphate(AMP) qui sont secrétées à faible concentration par les cellules endothéliales en 

condition physiologique. Cependant, en cas de stress ou de blessure, leur concentration s’accroît 

fortement,  favorisant l’agrégation des plaquettes. Pour contrer cela, l’ecto-nucléotidase (E-NTPDase1) 

exprimée par les cellules endothéliales convertit l’ATP ou l’ADP en AMP ce qui engendre le phénomène 

d’anti-agrégation(Krüger-Genge et al. 2019; Pearson, Carleton, et Gordon 1980). Les cellules 

endothéliales synthétisent ces protéines anti-coagulatrices en réponse à des signaux externes comme la 

thrombine, ou bradykinine, épinéphrine…(Krüger-Genge et al. 2019). D’autres molécules exprimées sur 

les cellules endothéliales vont également avoir un effet anti-thrombine comme heparin-lime molécules 

(Hep) associées à l’antithrombine III (ATIII), ou bien des facteurs inhibiteurs (tissue factor pathways 

inhibitor : TFPI) de protéines impliquées dans la coagulation comme  tissue factor activation of the 

coagulation (TF VII, VIIIa). Enfin, la thrombomoduline (TM) elle aussi dégrade les facteurs Va et VIIIa via 

l’activation de la protéine C inhibant la coagulation (Fig26) (Neubauer et Zieger 2022). 

 

 

Figure 26 : Facteurs des cellules endothéliales inhibiteurs de la coagulation (Neubauer et Zieger 2022). 

 

Dans le cas de l’inflammation, un déséquilibre entre les facteurs pro et anti-coagulants s’installe. La 

délétion de TM dans les cellules endothéliales induit une hyperperméabilité suite à la stimulation par un 

facteur de coagulation :la thrombine. Le dysfonctionnement de la barrière est associé à une augmentation 
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de la phosphorylation de la VE-cadhérine conduisant à une perte des jonctions d’adhérence, de 

l’adhésion des plaquettes, du processus inflammatoire via la sécrétion d’angiopoietin-2 lié à la 

vasoconstriction et de l’adhésion des leucocytes (Giri et al. 2021).   

La concentration de facteurs pro et anti-coagulant va dépendre du lit vasculaire dans lequel ils se trouvent. 

En effet, certains facteurs sont différemment exprimés: c’est le cas de la thrombomoduline qui est en forte 

concentration dans tous les vaisseaux des organes exceptés le cerveau. De manière surprenante, une 

diminution de la thrombomoduline augmente la déposition de fibrine dans le poumon, le cœur, la rate et 

le foie mais pas dans le cerveau ni le rein.  L’effet de la modification de la concentration des facteurs pro 

et anti-coagulants est organo-dépendante (Aird 2007). 

 

I.2.3.4. Le tonus vasculaire 

I.2.3.4.A. La régulation de la vasomotricité 

La monocouche de cellules endothéliales par sa localisation stratégique peut sentir, intégrer et traduire 

les signaux environnementaux (variations de la température, des molécules de type bradykinine, ATP, 

acétylcholine…) pour initier des modulations dynamiques sur l’activité contractile des cellules musculaires 

lisses (Fig27)(Krüger-Genge et al. 2019). L’un des facteurs est le flux sanguin qui peut être perçu par les 

mécano-senseurs des cellules endothéliales. Selon l’importance du flux, les frictions du sang circulant 

contre la paroi vont donner lieu à des forces de cisaillement plus ou moins intenses en fonction d’un flux 

laminaire ou d’un flux oscillant. Le premier va faciliter l’élongation des cellules endothéliales en direction 

du flux, en stimulant l’expression de gènes anti-inflammatoires, anti-thrombotiques et anti-proliférations 

afin de stabiliser la vasculature (Krüger-Genge et al. 2019). Tandis que le flux oscillant ou multi-

directionnel va plutôt engendrer une réaction inflammatoire et perturber l’homéostasie. La VE-cadhérine, 

une protéine fortement impliquée dans les jonctions endothéliales, et le VEGFR2 ont été décrits comme 

faisant partie des mécano-senseurs du flux. Une étude a démontré que la perte de la VE-cadhérine 

réduisait le taux d’alignement des cellules sous un flux laminaire et plus particulièrement provoquait la 

perte de son domaine transmembranaire. Dans ce cas, le domaine transmembranaire de la VE-cadhérine 

joue le rôle d’un adaptateur pour faciliter l’activation de VEGFR2 et VEGFR3. VEGFR2 va alors induire 

la signalisation de PI3K qui promeut l’adhésion des intégrines et médie l’alignement des cellules 

endothéliales selon le flux laminaire. La stimulation de PI3K est également importante pour la 



 

47 

vasorelaxation via l’action de l’oxyde nitrique synthase (NOS) comme nous le verrons par la suite. 

VEGFR3 va également contribuer à l’alignement des cellules (Coon et al. 2015). 

 Vasodilatation et vasoconstriction sont régulées par le changement de concentration en calcium dans la 

partie cytoplasmique de la cellule endothéliale qui en retour active diverses voies de signalisations. Un 

exemple de canal à cations Transient receptor potential cation channel  member 4  (TRPV4)  qui induit  

la vasodilatation des vaisseaux  par  relargage de calcium issu du réticulum endoplasmique (Heathcote 

et al. 2019; Medina-Leyte et al. 2021).  

Figure 27: facteurs induisant la vasoconstriction ou la vasodilatation (Krüger-Genge et al. 2019) 

 

 

I.2.3.4.A.1 La régulation de la vasodilatation 

De nombreux facteurs activent des voies de signalisation qui vont mener à la vasodilatation des vaisseaux 

: endothéline B, bradykinine, histamine, sérotonine entre autres, ou bien à la suite d’une augmentation 

de la température. La vasodilatation peut se produire en réponse à une augmentation de la pression 

sanguine provoquant ainsi une augmentation des forces de cisaillement. Les cellules endothéliales 

synthétisent alors de nombreux facteurs de vasodilatation comme l’oxyde nitrique NO et des facteurs 

hyperpolarisants (Endothelium hyperpolarization factor ; EDHF) qui vont conduire à une relaxation des 

cellules musculaires lisses.  EDHF, NO et PGI2 ont la capacité d’hyperpolariser les cellules musculaires 

lisses afin d’induire la relaxation de ces cellules, mais NO et prostacycline PGI2 peuvent l’induire sur une 
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courte période contrairement à EDHF (Félétou et Vanhoutte 2006 ; Sandoo et al. 2010). Nous nous 

intéresserons ici aux deux acteurs en lien avec la VE-cadhérine : oxyde nitrique (NO) et prostacycline. 

 

Oxyde nitrique (NO) :  

L’un des acteurs majeurs de la vasodilatation est le NO qui est relâché en réponse à  une stimulation par 

les effecteurs suivants : angiotensine II, acétylcholine, histamine, ou également sous une augmentation 

du flux  (Z. Xiao, Zhang et Diamond 1997). Stimulé par les cytokines comme GTP-cyclohydrolase, l’oxyde 

nitrique synthase NOS de type 2 et de type 3 exprimé par les cellules endothéliales, convertit la L-arginine 

en NO. Le relargage de NO affecte les cellules musculaires lisses et engendre une cascade de 

signalisation conduisant à une diminution de la phosphorylation des chaines légères de myosines, de la 

tension des cellules et donc de la vasodilatation (Fig28) (Galley et Webster 2004b). Il assure également 

un tonus basal en condition physiologique où une inhibition de NOS augmente la pression sanguine 

(Krüger-Genge et al. 2019). 

 

 

 

 Prostacycline :  

La prostacycline (PGI2) est un autre acteur important de la vasorelaxation qui est, tout comme NO, actif 

dans les conditions physiologiques. La PGI2 est synthétisée à partir de la conversion de l’acide 

arachidonique en prostaglandine H2 sous l’action de l’enzyme cyclooxygénase. La prostaglandine H2 est 

alors convertie en PGI2 par la prostacycline synthase (Sandoo et al. 2010). La production de PGI2 peut 

également être induite par TRPV4 tout comme TRPV4 peut aussi induire la production de NO et d’ EDHF 

(Liangliang Liu et al. 2021). Dans une récente étude, il a été démontré que chez des souris atteintes de 

syndrome de détresse respiratoire (ARDS) l’agoniste de PGI2 (Selexipag) induisait une diminution de la 

perméabilité associée à une augmentation de VE-cadhérine (H. Chen et al. 2022). 

 

 

Figure 28: Formation de l'oxyde nitrique NO et régulation sur les cellules 
musculaires lisses (Galley et Webster 2004b)  



 

49 

I.2.3.4.A.2. La régulation de la vasoconstriction 

A l’inverse de la vasodilatation, la vasoconstriction va être stimulée par une diminution de la 

température et d’autres signaux tels que la sérotonine, l’adrénaline, ou encore la caféine (Krüger-Genge 

et al. 2019) Parmi les vasoconstricteurs de la cellule endothéliale, on peut citer l’angiotensine II, le 

thromboxane A2, l’endothéline 1, la PGE(2) et les espèces réactives de l’oxygène  (ROS).  

 

 L’endothéline1 (ET-1) : 

L’endothéline-1 (ET-1) est un puissant vasoconstricteur qui agit via deux récepteurs, ETA et ETB. La 

liaison avec ETA sur les cellules musculaires lisses provoque une augmentation de la concentration 

du calcium résultant en la contraction des cellules musculaires lisses tandis que la liasison avec ETB 

sur les cellules endothéliales promeut la vasodilatation des cellules musculaires lisses par induction 

de la production de NO. ETB sur les cellules musculaires lisses peut également permettre la 

vasoconstriction mais le rôle principal de ETB reste la vasodilation (Fig29)(Trow et Taichman 2009). 

En conditions physiologiques, le flux sanguin favorise les facteurs impliqués dans la vasodilatation 

par l’activation de NOS et ET-1 sera retrouvé faiblement exprimé dans les cellules endothéliales, 

tandis que dans un flux pathologique se produira une vasoconstriction par une augmentation de la 

sécrétion de ET-1 et une altération de VE-cadhérine (M. Li et al. 2009). La surexpression de ET-1 est 

associée à des pathologies comme les pneumonies virales et bactériennes, la malaria ou la maladie 

de Chagas, car elle favorise la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, la vasoconstriction, 

l’agrégation des plaquettes et l’adhésion des leucocytes (Freeman et al. 2014).  

 

          Figure 29 : Régulation de la vasoconstriction et la vasodilatation par l’endothéline-1. (Trow et al, 2009) 

 



 

50 

 

 L’angiotensine II : 

L’angiotensine II joue un rôle fondamental dans le maintien de la pression artérielle via 

la volémie plasmatique et est également utilisée pour induire l’hypertension dans les études sur les 

animaux (J. Cao et al. 2011). L’angiotensine II agit sur ses cellules cibles par l’intermédiaire de 

récepteurs à sept domaines transmembranaires dont il existe deux types, AT1 et AT2. Une exposition 

chronique à l’angiotensine II se fixant à AT1 est responsable de nombreuses pathologies, de 

l’hypertension, l’athérosclérose, la maladie chronique du rein jusqu’à l’arrêt cardiaque.  Elle conduit 

plus particulièrement à un dysfonctionnement des cellules endothéliales, à la formation de fibrose, 

l’apparition d’inflammation et de stress oxydatif alors que la fixation de l’angiotensine II sur AT2 aura 

un effect protecteur (Fig30)(Ni et al. 2020) (Vukelic et Griendling 2014). Dans le cas des cellules 

endothéliales, l’angiotensine II induit un remodelage vasculaire avec une augmentation de la 

perméabilité, une altération dans les jonctions par une diminution de l’expression de la zonula-

occludens ZO-1 et de la VE-cadhérine (Longbin Liu et al. 2018). 

                                           Figure 30: Le sytème rénine-angiotensine (Ni et al, 2020) 

 

I.2.3.4.B. L’hétérogénéité du tonus vasculaire 

L’hétérogénéité de l’endothélium peut s’expliquer par l’effet de l’environnement sur les cellules 

endothéliales. En effet, selon le lit vasculaire, elles sont exposées à des forces biomécaniques différentes 

entre les artères qui subissent une forte pression sanguine contrairement aux veinules. Elles n’ont pas la 

même exposition aux signaux environnementaux comme les cytokines, les facteurs de croissance et les 

hormones dépendant des cellules avoisinantes. Tous ces différents paramètres vont profondément 

impacter le phénotype et le fonctionnement de la cellule endothéliale. Par exemple, les capillaires du 

cœur sont exposés à des forces issues de la contraction du cœur et à des facteurs provenant des 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Pression_art%C3%A9rielle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vol%C3%A9mie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plasma_sanguin
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cardiomyocytes alors que l’endothélium du foie va être modifié temporellement en fonction de la période 

pré ou postprandiale (Aird 2007). 

Les cellules endothéliales font face à différentes forces selon leur lit vasculaire et les mécano-senseurs 

ne vont pas activer les mêmes cascades de signalisation. Les cellules exposées à une forte force de 

cisaillement induisent l’expression de gènes typiques des artères : éphrine B2 , neuropiline 1 et jonction 

gap alpha 5, contrairement aux faibles forces de cisaillement stress qui induisent une faible expression 

de prospero homeobox 1 (PROX1) (C.-Y. Chen et al. 2012) (Buschmann et al. 2010).  Durant le 

développement, le flux va également contribuer fortement à la différentiation des cellules endothéliales 

et à leur remodelage en artères (Buschmann et al. 2010). La différence du flux allant du pulsatile des 

artères au flux constant des veines impacte grandement l’expression des gènes endothéliaux. Par 

exemple, un flux perturbé engendre l’activation de facteur des transcriptions comme forkhead box protein 

2 (FOXC2) pour initier la morphogenèse de valve (Sabine et al. 2015).  

 

I.2.4. Le programme transcriptionnel des cellules 

endothéliales 

La programmation génétique est cruciale pour la différentiation des progéniteurs en cellules endothéliales 

mais également pour la spécialisation des cellules endothéliales selon leur localisation (Potente et 

Mäkinen 2017). De nombreux facteurs de transcription vont accomplir cette fonction. Par exemple SOX17 

va induire la spécialisation des cellules endothéliales dans les artères. Sa délétion entraine une perte de 

la formation des artères (Corada et al. 2013) tandis que le nuclear receptor subfamily 2 group F member 

2 (NR2F2) est lui exprimé dans les veines. De plus, le Dr Raffi et son équipe ont démontré que les cellules 

endothéliales expriment un nombre de facteurs de transcription bien défini qui est propre à chaque 

organe. Il a notamment mis en évidence le rôle de la famille de facteur de transcription ETS comme  

régulateur de la diversité des cellules endothéliales dans les différents lits vasculaires. Par exemple, 

l’expression du facteur SFPI1 est retrouvée plus largement augmentée dans la moelle épinière et le foie 

que dans les autres organes (Nolan et al. 2013).  

Depuis de nombreuses équipes ont voulu décrypter l’hétérogénéité des cellules endothéliales et leur 

signature transcriptomique spécifique à chaque organe (Jambusaria et al. 2020). Par exemple les cellules 

endothéliales de poumon exprimaient largement c-type lectin domain containing 7a (Clec7a), mucin 1 

(Muc1), resistin like alpha (Retnla) tandis que le cerveau exprimait alpha two polypeptide (Atp1a2), 

basigin (Bsg), apolipoprotein e (Apoe). Par conséquent, les RNA-seq ont permis d’identifier l’expression 

de gènes unique à chaque organe, (ici le poumon, le cerveau et le cœur) et ainsi de déterminer des  voies 

de signalisation, des transporteurs et des marqueurs de surface de cellules spécifique à chaque organe 

étudié.  Tout cette étude conduit à suggérer que même les fonctions des cellules endothéliales dépendent 

de leur localisation et vont activer un certain nombre de gènes. Par exemple la fonction angiocrine des 

cellules endothéliales du poumon et celles du foie n’aura pas  la même combinaison de gènes activées 

(Nolan et al. 2013). 

Cette plasticité des cellules endothéliales se retrouve au sein même d’un organe où par exemple 

l’expression des gènes est complètement différente selon leur localisation dans le cerveau (Bryant et al. 

2023)et le poumon. En effet, les séquençages des ARN de cellules uniques (scRNA-seq) ont permis de 

mettre en évidence l’hétérogénéité des cellules endothéliales pulmonaires et de mieux caractériser leur 

signature génétique et leur  différentes fonctions en réponse à des pathologies comme l’hypertension 
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artérielle pulmonaire (Rodor et al. 2022) (L. He et al. 2018). Il a été ainsi suggéré que les capillaires 

alvéolaires formaient en réalité une mosaïque composée de deux populations. Les aérocytes sont 

particulièrement spécialisés dans l’échange gazeux et la transmigration des leucocytes. Ils sont uniques 

aux poumons, sont plutôt larges avec des extensions ramifiées entourées de pores leur donnant un 

aspect de fromage Suisse La seconde population quant à elle, est représentée par les cellules 

endothéliales de capillaires dits généraux qui sont plus spécialisés dans le tonus vasculaire et seront 

impliqués dans le remodelage en cas de blessure de par leur capacité à proliférer. Elles sont plus petites 

avec peu de pores (Gillich et al. 2020). Dans le cas de l’hypertension artérielle par exemple, les auteurs 

ont suggéré qu’une sous-population de cellules endothéliales des capillaires  expriment des facteurs pro-

angiogéniques et une autre assurerait plutôt dans la fonction de réponse du système immunitaire (Rodor 

et al. 2022). Une autre étude s’est notamment intéressée à l’hétérogénéité endothéliale en réponse à une 

blessure aigue du poumon. Les auteurs ont identifié différentes populations cellulaires: des cellules 

macrovasculaires comme composant les veines et les artères, des cellules microvasculaires pour les 

capillaires et une troisième catégorie qui est appelée « Car4-high » retrouvée en périphérie du poumon à 

l’état physiologique. Ces cellules expriment fortement comme son nom l’indique carbonic anhydrase 4 

(Car4), une enzyme membranaire jouant un rôle dans le transport de dioxyde de carbone. Dans le cas 

pathologique, cette population de cellules est spécifiquement retrouvée dans les régions de régénération 

entourant la blessure (Niethamer et al. 2020). Toutes ces données sont un nouveau point de vue sur 

l’hétérogénéité des cellules endothéliales et leur rôle à chacune en réponse à des pathologies. 

Par conséquent, chaque cellule endothéliale a une signature génétique propre en condition physiologique 

et que cette diversité était maintenue en condition inflammatoire comme nous avons pu le voir. Tout 

comme l’étude de Jambusaria a mis en évidence la réponse distincte des cellules endothéliales selon les 

organes en réponse à des stimuli inflammatoires où à nouveau on voit différents sets de gènes activés 

en fonction des organes (Jambusaria et al. 2020). 
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CHAPITRE II : 

Les jonctions endothéliales 

 
Les jonctions intercellulaires régulent l’adhésion et la communication entre les cellules endothéliales et 

les cellules avoisinantes ainsi que la perméabilité et la diapédèse des leucocytes. Plusieurs molécules 

caractérisent les jonctions d’adhérence, les jonctions serrées et les jonctions gaps (Fig31)(Medina-Leyte 

et al. 2021). La composition et l’expression des jonctions endothéliales sont dépendantes des organes 

selon l’importance de la perméabilité dans la fonction physiologique de l’organe. C’est le cas par exemple 

du cerveau où les jonctions serrées sont très développées car le contrôle de la perméabilité entre le sang 

et le système nerveux est essentiel et celles-ci vont éviter le passage de molécules indésirables (Redzic 

2011).  Au sein même d’un vaisseau, des modifications de composition sont visibles. Dans le cas de 

l’endothélium artériel qui ne tolère pas une grande perméabilité, il se trouve pourvu d’un réseau développé 

de jonctions serrées contrairement  aux  capillaires post-veinules dont la fonction la plus spécifique est 

l’extravasation des protéines du plasma et des leucocytes (Bazzoni et Dejana 2004). 

  

Figure 31: Les différents types de jonctions inter- endothéliales : les jonctions serrées, les jonctions d’adhérence et 
les jonctions gaps (Medina-Leyte et al. 2021). 



 

54 

II.1. Les jonctions gap  
Les jonctions gap sont constituées de canaux transmembranaires inter-cellulaires, les connexines, qui 

permettent la diffusion de manière passive des ions et des molécules de petite taille (<1 kDa). Les 

connexines sous forme d’hexamères forment un hémi-canal, le connexon, qui se trouve dans la 

membrane et s’associe à un autre hémi-canal de la cellule adjacente (Fig32) (Okamoto et Suzuki 2017).  

Par ce type de jonctions, les cellules endothéliales peuvent ainsi communiquer avec les cellules 

endothéliales, les cellules musculaires lisses, les leucocytes et les plaquettes.  

 

 

 

 

 L’altération de cette jonction participe à la progression de pathologies comme l’hypertension et 

l’athérosclérose. En effet, les cytokines pro-inflammatoires réduisent l’expression des connexines 37 et 

40 mais pas de 43 étonnamment. De plus, la délétion de la connexine 40 favorise le développement de 

l’athérosclérose en amplifiant l’adhésion des monocytes et leur transmigration (Chadjichristos et al. 2010). 

L’absence d’expression de connexine 37 chez les souris convertit le phénotype des artères vers un 

phénotype inflammatoire conduisant au développement des plaques de l’ athérosclérose (Derouette et 

al. 2009).  Enfin, les jonctions gap peuvent moduler le tonus vasculaire via la régulation de l’oxyde nitrique. 

En effet des souris déficientes en connexine 40 représentent un modèle pour étudier les  altérations dans 

la vasorelaxation médié par l’oxyde nitrique (Alonso et al. 2010).   

 

 

 

Figure 32: Les connexines des jonctions gaps (Okamoto et Suzuki 2017) 
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II.2. Les jonctions serrées  
Les jonctions serrées sont des jonctions inter-cellulaires qui ont pour objectif de réguler la perméabilité 

paracellulaire et maintenir la polarité de la cellule (Bazzoni et Dejana 2004). Elles régulent le transport 

d’ions, de solutés, et bloquent la pénétration de grosses molécules. Elles comprennent des protéines 

homophiliques d’adhésion cellule-cellule : claudines, occludines, molécules d’adhésion des jonctions 

(junctional adhesion molecule (JAM)) et protéines de signalisation (Cerutti et Ridley 2017). Les jonctions 

serrées interagissent avec des protéines adaptatrices comme zonula occludens (ZO) et ont une action 

sur le cytosquelette d’actine (Bazzoni et Dejana 2004) (Fig33 et 34). Nous allons maintenant voir les 

différents constituants des jonctions serrées. 

 

 

Figure 33: Représentation des jonctions serrées (Bazzoni et Dejana 2004). 

 L’occludine : 

L’occludine est la protéine majeure de ce type de jonctions. Cette protéine présente dans sa structure  

deux boucles extracellulaires et 4 domaines transmembranaires. Elle est un composant clé dans la 

régulation de la perméabilité, notamment via la régulation de l’assemblage de l’actine au niveau 

cytoplasmique (Kuwabara et al. 2001). La perméabilité dans un organe donné peut en être modifiée  car 

il a été constaté que la présence d’un taux élevé d’occludine par exemple dans le cerveau, est corrélé à  

une distribution continue chez les cellules endothéliales (Hirase et al. 1997). Les extrémités N-ter et C-

ter de l’occludine sont présentes dans le cytoplasme (Furuse et al. 1993). La partie N-ter est impliquée 

dans sa fonction d’adhésion tandis que la partie C-ter est sujette au phosphorylation sur tyrosine et sur 

sérine et est impliquée dans la perméabilité (Rahimi 2017).  
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 La famille des JAM : 

Les protéines membranaires JAM sont importantes dans la régulation de l’adhésion intercellulaire et 

l’intégrité de la barrière. Elles sont composées de 3 membres JAM (A, B,C), ESAM et de coxsackie and 

adenovirus receptor (CAR)(Cerutti et Ridley 2017). Leur rôle est de contrôler l’interaction cellule-cellule 

mais aussi la migration trans-endothéliale des leucocytes (TER). Elles apportent notamment une aide 

aux protéines des jonctions serrées dans le contrôle de la perméabilité (Luissint, Nusrat, et Parkos 2014). 

Les protéines JAM sont des glycoprotéines appartenant à la famille des « Immunoglobin-like domains » 

et sont composées d’une région extracellulaire, d’une transmembranaire et d’une petite région 

intracellulaire. La partie cytoplasmique des JAM possède un domaine post synaptic density protein 

(PSD95), Drosophila disc large tumor suppressor (DlgA), and zonula occludens-1 protein (ZO)domain (  

PDZ)  qui recrute ZO ou afadine et connecte les JAM au cytosquelette d’actine (Rahimi 2017). JAM-A est 

exprimé dans les cellules endothéliales et épithéliales de nombreux organes comme le cerveau, le rein, 

le cœur, le pancréas et le foie. JAM-A est également retrouvé dans les cellules circulantes comme les 

plaquettes, les monocytes, les lymphocytes et les neutrophiles tandis que JAM-B et JAM-C sont exprimés 

par les cellules endothéliales et principalement dans les veinules et les vaisseaux lymphatiques. (Weber, 

Fraemohs, et Dejana 2007). 

 JAM-A est un facteur important dans la régulation de la migration des cellules endothéliales et 

des cellules immunitaires jusqu’à l’organisation des jonctions et du cytosquelette. Une perte de 

JAM-A amène la désorganisation de ZO et de la claudine-5 et in fine celle des  jonctions et du 

cytosquelette en faveur de la formation de fibres de stress (Tornavaca et al. 2015). De plus, la 

suppression de l’expression de JAM-A a été suggérée comme facteur favorisant la migration 

cellulaire et la néovascularisation (Ku et al. 2017).  Des études ont montré l’implication des 

protéines JAM dans la migration des cellules du système immunitaire notamment via la délétion 

de JAM-A ou JAM-C bloquant la filtration des monocytes (Martìn-Padura et al. 1998) (Johnson-

Léger et al. 2002). Plus récemment, JAM-C a été trouvé lié à l’angiogenèse pathologique. En 

effet, l’’inhibition de JAM-C par un anticorps neutralisant a montré la possibilité de la 

néovascularisation dans la rétine de souris soumises à l’hypoxie. Ces résultats ont été confirmés 

dans la vascularisation tumorale (Weber, Fraemohs et Dejana 2007). En ce qui concerne JAM-

B, cette protéine est notamment reconnue pour être responsable de l’adhésion des leucocytes et 

leur extravasation (Ludwig et al. 2009). 

 

 Endothelial cell selective adhesion molecule (ES AM) : cette protéine est exprimée uniquement 

dans les cellules endothéliales, les plaquettes et les mégacaryocytes. De manière étonnante, un 

dysfonctionnement de ESAM n’induit pas de défaut dans l’angiogenèse au cours du 

développement, mais chez les adultes elle induit une diminution de la néovascularisation et de 

l’angiogenèse tumorale (Duong et Vestweber 2020). ESAM est essentielle pour l’intégrité de la 

barrière car son invalidation génique conduit à une perméabilité dans le poumon qui n’a pourtant 

pas été observée dans d’autres organes. Cet effet est d’autant plus exacerbé par l’absence de 

la Vascular Endothelial cadhérine (VE-cadhérine) (Duong et al. 2020) (Duong et Vestweber 

2020). 

 

 CAR (coxsackie and adenovirus receptor):  Cette protéine réduit le passage des macromolécules, 

des ions,  inhibe la formation des jonctions serrées et favorise l’entrée des virus (Cohen et al. 

2001). CAR a la possibilité d’agir comme un modulateur de la mécanotransduction des stress 

liés au flux. L’étude de Chung a suggéré que l’expression de CAR était augmentée sous un flux 
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perturbé et que sa délétion permettait au contraire d’inverser les effets néfastes du flux en limitant 

l’expression de gènes pro- inflammatoires et également la phosphorylation de Platelet endothelial 

cell adhesion molecule (PECAM-1) qui joue pourtant un rôle crucial dans la réponse au stress lié 

au flux (Chung et al. 2019). 

. 

 

Figure 34: Schéma des jonctions endothéliales serrés et des jonctions d’adhérence (Bazzoni et Dejana 2004) 

 

II.3. Les jonctions d’adhérence  
Les jonctions d’adhérence contribuent à maintenir les cellules entre elles (Fig34) par les molécules 

d’adhésion qui les composent, et parmi elles, les cadhérines et le complexe nectine-afadine. Il est très 

intéressant de remarquer que les jonctions d’adhérence régulent l’expression des protéines impliquées 

dans les jonctions serrées et leur organisation. Taddei et al ont notamment démontré que les jonctions 

d’adhérence se formaient au cours du développement avant les jonctions serrées, et que la régulation de 

l’expression de la claudine 5 se faisait par la protéine d’adhésion VE-cadhérine (Taddei et al. 2008)  

 Le complexe nectine-afadine : 

La nectine est une molécule d'adhésion de type immunoglobuline homophile indépendante de calcium 

Ca (2 +), et l’afadine est une protéine de liaison aux filaments d'actine qui relie la région cytoplasmique 

de la nectine au cytosquelette d'actine. La trans-interaction de la nectine et l'interaction de la nectine avec 

l’afadine sont nécessaires à leur colocalisation avec les AJS. Ils peuvent aussi bien interagir avec ZO1 

qu’avec JAM des jonctions serrées (Fukuhara et al. 2002). Il a également été démontré par le knockdown 
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de la protéine nommée drébine que cela engendrait un effet délétère sur la liaison entre les cellules 

endothéliales dû à la déstabilisation de la nectine, d’où son importance dans l’intégrité de la cellule 

endothéliale (Rehm et Linder 2017).  

 Les cadhérines de l’endothélium vasculaire : 

Elles sont localisées dans tout le système vasculaire et lymphatique. Ce sont des protéines 

transmembranaires qui sont capables de s’organiser en multimères afin de créer des interactions 

homophiliques intercellulaires (Bazzoni et Dejana 2004) (Angst, Marcozzi, et Magee 2001). Parmi ces 

cadhérines on retrouve Vascular endothelial cadherin (VE-cadhérine) qui est exprimée au sein des 

cellules endothéliales, bien que d’autres cadhérines soient aussi exprimées, comme la N-cadhérine – ou 

cadhérine neurale et la T-cadhérine. La N-cadhérine est très exprimée dans les cellules endothéliales 

mais sa localisation n’est pas strictement limitée aux jonctions d’adhérence. En effet, elle est répartie sur 

l’ensemble de la membrane (Bazzoni et Dejana 2004) (Navarro, Ruco et Dejana 1998). Son rôle est plutôt 

axé sur l’interaction des cellules endothéliales et des cellules avoisinantes comme les péricytes, les 

astrocytes et les cellules musculaires lisses (Navarro, Ruco et Dejana 1998). La N-cadhérine aurait 

également un rôle dans l’angiogenèse en activant un facteur de migration des cellules endothéliales : 

fibroblast growth factor (FGF) (Derycke et al. 2006).Le rôle de VE-cadhérine sera amplement détaillé 

dans le chapitre suivant. 
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Chapitre III : 

La VE-cadhérine et ses fonctions 

   

III.1. Structure de la VE-cadhérine. 
La VE-cadhérine est un marqueur spécifique des cellules endothéliales dont le rôle dans l'angiogenèse 

a été démontré par son invalidation génique, laquelle a montré que les embryons déficients mouraient 

par défaut d'angiogenèse (Gory-Fauré et al. 1999). Par ailleurs l’utilisation in vivo d’anticorps bloquants 

a permis de cibler avec succès l'angiogenèse tumorale. D’autres travaux ont également pu montrer son 

rôle majeur dans le contrôle de la perméabilité et de l’extravasation des leucocytes (Vestweber 2008) 

(Arif et al. 2021a). La structure de cette protéine a été décrite par analyse cristallographique montrant la 

capacité à former des dimères (Angst, Marcozzi et Magee 2001 ; Brasch et al. 2011) (Fig35).  

Elle est composée d’une partie extracellulaire qui va servir à l’interaction avec d’autres VE-cadhérines et 

assurer une fonction de stabilisation des jonctions entre deux cellules endothéliales. Cette partie est 

divisée en 5 ectodomaines qui forment une structure en forme de tige maintenue grâce au calcium. 

L’ectodomaine 1 contient un site de reconnaissance pour l’adhésion cellulaire (CAR) primordial pour 

l’établissement des jonctions. Le domaine intracellulaire interagit avec de nombreuses molécules dont 

les caténines : alpha-caténine (α-caténine), beta-caténine (β-caténine) et gamma caténine (plakoglobine), 

p120-catenin (p120), et quelques partenaires de la signalisation cellulaire telle que la Vascular endothelial 

phosphatase (VE-PTP) (Fig35) (Vincent et al. 2004) (Gavard 2014).  

La phosphorylation sur tyrosine de résidus de son domaine cytoplasmique sont importants car ce sont 

des interactants particulier avec p120 et β-caténine (tyrosine 658 et 731). P120 forme un complexe avec 

plakoglobine- α-caténine tandis que β-caténine se lie à α-caténine. Ces interactions conduisent à 

l’association de la vimentine et de l’actine qui sont cruciales pour le maintien de la jonction endothéliale 

(Fig35)(Nan et al. 2023) (Vincent et al. 2004). La VE-cadhérine est localisée  au niveau des jonctions 

lorsqu’elle est dans un état déphosphorylé sous l’action des VE-PTP.(Nan et al. 2023) En condition 

d’angiogenèse pathologique, la cellule endothéliale acquiert à nouveau  un caractère de migration lié à 

la phosphorylation des sites Y658 et Y731 induisant la délocalisation des protéines partenaires p120 et 

β-caténine.(Potter, Barbero, et Cheresh 2005) respectivement. Nous verrons par la suite que ces 

protéines vont jouer un rôle primordial dans la régulation de la VE-cadhérine et dans le fonctionnement 

des cellules endothéliales. 
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Figure 35 : Représentation de la  structure de la VE-cadhérine et de ses partenaires  (Vincent et al 2004) (Gavard 
2014) 

 

III.2. Les partenaires de la VE-cadhérine  
La régulation de la VE-cadhérine est assurée par plusieurs partenaires dont la liste non exhaustive met 

en évidence la complexité des jonctions adhérentes. Nous en détaillerons les plus importants impliquées 

dans la relation structure-fonction de la VE-cadhérine ; 

 La β-caténine :  

La β-caténine est une protéine d’environ 90 kDa faisant partie de la famille Armadillo caractérisée par la 

présence d’un motif de 42 acides aminés répétés, connue pour interagir avec un grand nombre de 

protéines comme les facteurs régulateurs, des facteurs épigénétiques et de transcription. Quand elle n’est 

plus en interaction avec la cadhérine, lorsque la VE-cadhérine est phosphorylée sur la tyrosine Y731, elle 

se délocalise dans le noyau pour réguler un grand nombre de gènes grâce à son association avec T cell 

factor/lymphoid enhancer factor family (LEF/TCF). Une perte ou une surexpression de cette protéine est 

largement associée à de nombreuses pathologies comme le cancer colorectal, gastrique, du poumon, 

utérin, de la prostate, ainsi que la fibrose pulmonaire (Katoh 2018). La β-caténine  est également  connue 

pour faire le lien entre le carboxy-terminal catenin binding domain (CBD) de la partie cytoplasmique de la 

VE-cadhérine et l’α-caténine permettant de coordonner le remodelage de l’actine et favoriser l’adhésion 

cellulaire (Kobielak et Fuchs 2004). La déplétion en β-caténine affaiblit la stabilisation des jonctions ainsi 

que le maintien de la VE-cadhérine à la membrane dans les cellules HUVECs (Noda et al. 2010). Le 

complexe β-caténine/VE-cadhérine participe à l’inhibition de contact de la voie de VEGF. En effet les 

cellules endothéliales confluentes exprimant fortement la VE-cadhérine aux jonctions sont insensibles à 

la stimulation par VEGF et ne prolifèrent plus. L’expression de la VE-cadhérine dépourvue de β-caténine 

ne peut plus inactiver VEGFR2, donc la prolifération est exacerbée (Lampugnani et al. 2003). 

 P120 : 

P120 est un autre partenaire de la VE-cadhérine qui se lie au niveau juxtamembranaire, plus 

particulièrement sur le site Y658 lorsqu’il est déphosphorylé, et dont la fonction est de contrôler le 

VE-cadhérine 
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cytosquelette d’actine par la régulation de l’activité de la famille Rho GTPases (Reynolds 2007). La 

délétion de P120 par siRNA résulte en une perte de la VE-cadhérine à la membrane, une rupture des 

fibres de stress (Noda et al. 2010) et son internalisation. L’interaction p120-VE-cadhérine empêche son 

endocytose et contribue à la stabilisation de la VE-cadhérine à la membrane (K. Xiao et al. 2005). P120 

tout comme la β-caténine contribue à l’intégrité de l’endothélium, en réduisant la perméabilité et en 

induisant le recrutement de la plakoglobine à VE-cadhérine (Herron et al. 2011). 

 Plakoglobine : 

Plakoglobine fait partie de la famille Armadillo qui fait le lien entre l’α-caténine et la partie cytoplasmique 

de la VE-cadhérine et le cytoquelette d’actine. La plakoglobine se lie à une région distale de la partie 

cytoplasmique au niveau de CBD tout comme β-caténine. Plakoglobine et β-caténine sont considérées 

structuralement homologues (Vincent et al. 2004). Elle est requise pour le maintien des jonctions via son 

association avec la VE-cadhérine et VE-PTP (Nottebaum et al. 2008). L’inhibition de VE-PTP favorise la 

dissociation du complexe VE-cadhérine-plakoglobine. L’induction de la phosphorylation de plakoglobine 

et non de la β-caténine conduit à une diminution du contact intercellulaire et amplifie l’extravasation des 

leucocytes (Nottebaum et al. 2008). 

 

 Alpha caténine, partenaire dans la réorganisation du cytosquelette d’actine 

La VE-cadhérine étant liée à la β-caténine et la plakoglobine qui interagissent avec l’α-caténine, cela 

permet la régulation de la motilité et de la forme de la cellule via son interaction avec le cytosquelette 

d’actine. Il a longtemps été considéré que l’α-caténine se liait simultanément à la VE-cadhérine et au 

cytosquelette d’actine mais de nombreuses études ont critiqué ce postulat. Dans sa forme monomérique, 

l’α-caténine ne peut se lier à l’actine mais va se lier à la β-caténine contrairement à sa forme dimérique 

(Yamada et al. 2005). Plusieurs recherches ont émis l’idée que l’alpha-caténine se lie au complexe VE-

cadhérine/caténine via des protéines d’interaction comme epithelial protein lost in neoplasm (EPLIN) 

(Chervin-Pétinot et al. 2012) (Nieset et al. 1997) et la vinculine (Weiss et al. 1998).   

 

 Kinases:  

Certaines protéine kinases, en particulier tyrosine kinases sont importantes pour la régulation de la 

stabilité de l’endothélium vasculaire. 

Src proto-oncogene, non recepteur tyrosine kinase  

Src fait partie de la famille des protéine-tyrosine kinases (PTKSrc) découvertes initialement dans des 

tumeurs. Les protéines SRC sont des tyrosine kinases ancrées dans le feuillet interne de la membrane 

plasmique par une ancre myristoylée. Ces kinases de 52-62 kDa sont composées de 8 domaines bien 

distincts (Fig36). En partant de la partie N-ter, on retrouve le site myristoylé, le domaine Src homologie 

(SH4), un domaine unique, puis les domaines SH3, SH2, le domaine établissant le lien, le domaine 

catalytique (SH1) et le domaine de régulation. La région unique est spécifique pour les différentes 

PTKSrcs et régule l’interaction entre les Src et les autres protéines. Les domaines SH3 et SH2 sont des 

partenaires d’interaction avec des protéines impliquées dans la signalisation cellulaire. Le domaine SH2 

est un interactant pour les résidus phosphorylés sur tyrosine. Le domaine kinase SH1 sera actif lorsque 

l’enzyme sera sous forme active car dépliée dans sa conformation par la phosphorylation des deux sites : 

Y416 localisé dans le domaine SH1 et Y527 dans le domaine de régulation (Hu, Place et Minshall 2008).  
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En effet, l’état inactif de Src est maintenu grâce à la phosphorylation de Y527 dans une conformation 

fermée par des interactions inhibitrices entre le domaine SH3 et SH2. La déphosphorylation de Y527 par 

protéine tyrosine phosphatase 1B (PTP1B), protéine-tyrosine phosphatase (Shp1/2) ou la liaison d’une 

protéine externe au domaine SH2 ou SH3, résulte en l’ouverture de la kinase et l’activation de Src. Cette 

configuration conduit à l’autophosphorylation de Y416 qui est primordiale pour atteindre l’activité 

maximale de Src. La configuration fermée ou ouverte est contrôlée par C-terminal Src kinase (Csk) qui 

phosphoryle Y527 (Fig37) (Ortiz et al. 2021). 

 

 

 

Figure 37: Changement de configuration et d'activité de Src (Ortiz et al. 2021) 

   

 

Figure 36: Structure de Src (Hu, Place, et Minshall 2008) 
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Src joue un rôle important dans l’angiogenèse, la migration cellulaire et la perméabilité. Le blocage de 

Src stabilise le barrière endothéliale et supprime l’extravasation des cellules tumorales in vivo (Weis et 

al. 2004). En réponse à VEGF, la phosphorylation de VEGFR2 sur Y949 recrute T-cell specific adaptor 

(Tsad) et active Src (Gordon et al. 2016 ; Sun et al. 2012). Src a la capacité de se fixer à la VE-cadhérine 

par son domaine C-terminal kinase SH2 et d’induire la phosphorylation sur le site Y685 (Wallez et al. 

2007). L’inhibition de Src empêche la migration cellulaire et l’induction de la perméabilité par l’absence 

de la phosphorylation sur Y685 de la VE-cadhérine sous stimulation par VEGF. Il est important de noter 

que Src a été retrouvée associée à la VE-cadhérine dans les tissus angiogéniques mais également dans 

les tissus quiescents (Lambeng et al. 2005). De plus, il a été suggéré que Src pouvait également 

phosphoryler Y658 et Y731 car un knockdown de Src conduisait à une baisse de la phosphorylation de 

ces deux sites, beaucoup moins importante toutefois que celle de Y685. Y685 reste la cible privilégiée de 

Src (Jin et al. 2022).  

D’autres facteurs vont induire l’activation de Src et promouvoir son effet conduisant  à l’hyperperméabilité 

sous l’action de VEGF mais aussi Tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha) (Nwariaku et al. 2002). Le 

dysfonctionnement de la barrière endothéliale peut également être dû à l’activation de la PTK des 

adhérences focales (FAK) impliquée dans la formation des fibres de stress, l’interaction avec les 

intégrines, l’adhésion des cellules aux substrats et la migration (Guo et al. 2020).  

 

C-terminal Src kinase (Csk) 

Csk est un régulateur négatif de la famille de Src kinase. Sa fonction est principalement associée à 

l’inhibition de la prolifération des cellules endothéliales par l’interaction directe de son domaine SH2 avec 

le site Y685-VEcadhérine phosphorylé (Baumeister et al. 2005). L’inhibition de Csk résulte en une 

augmentation de la phosphorylation sur Y416 sur Src synonyme d’état actif, et à l’augmentation de la 

phosphorylation de Y685 VE-cadhérine, cible de Src (X. Zhang et al. 2023).  

 

Proto-oncogene tyrosine kinase (Yes)  

En plus de Src, les cellules endothéliales expriment fortement la PTK Yes, qui fait partie de la famille des 

SFKs. Dans cette récente étude, il a été apporté une nouvelle idée sur la phosphorylation de la VE-

cadhérine. En effet, la PTK Yes aurait une plus grande capacité à phosphoryler les 3 sites tyrosines de 

la VE-cadhérine, Y685, Y731 et Y658, que Src, car son inhibition conduirait à une chute drastique de la 

phosphorylation de ces derniers. La délétion de Yes conduit à une perte de la migration, de l’extravasation 

des leucocytes, à une augmentation de la perméabilité in vivo, et est requise dans l’endocytose, 

contrairement à Src. Mais, de manière étonnante, Yes n’affecte pas le bourgeonnement, la prolifération 

ou l’apoptose. De plus, Yes inhibée ne modifie pas l’apparence des jonctions contrairement à l’inhibition 

de Src (Jin et al. 2022). 

 

 Les tyrosine phosphatases 

SHP2 

 La tyrosine phosphatase (SHP2) contient deux domaines SH2 du coté N-terminal suivi d’un domaine 

phosphatase du côté C-terminal avec deux sites tyrosines. Elle est associée à la VE-cadhérine via la β-

caténine. Sous la stimulation de la thrombine, il a été montré que SHP2 induisait la déphosphorylation de 
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VE-cadhérine et de β-caténine. Une déplétion de SHP2 empêchait la déphosphorylation de ces 2 

protéines. De plus, une délétion de SHP2 par siRNA est responsable du ralentissement de re-fermeture 

des jonctions endothéliales et d’une diminution de la motilité de la VE-cadhérine vers la membrane après 

la stimulation avec la thrombine. Par conséquent, cette étude nous montre l’importance de SHP2 dans la 

restauration de la barrière endothéliale (Timmerman et al. 2012). 

 

Vascular endothelial protein tyrosine phosphatase (VE-PTP)  

VE-PTP est une enzyme membranaire spécifique à la cellule endothéliale. Elle peut se lier au récepteur 

de l’angiopoiétine Tie2 et inhiber son activité. Ce dernier est par ailleurs impliqué dans l’angiogenèse, la 

survie cellulaire et la prolifération (Y. Li et al. 2023). L’association de VE-PTP avec VE-cadhérine est 

essentielle pour le maintien de l’intégrité de la barrière endothéliale notamment par le contrôle de l’état 

de phosphorylation de VE-cadhérine par VE-PTP. Cette phosphatase est cruciale dans le remodelage 

vasculaire, et une mutation sur ce gène est létale.  

DEP-1  

Density-enhanced phosphatase (DEP-1) est une phosphatase surexprimée et localisée aux jonctions 

endothéliales lorsque les cellules sont confluentes. Elle n’est pas physiquement liée à la VE-cadhérine. 

La délétion de cette phosphatase restaure la phosphorylation et l’activité de VEGFR2. Il a été suggéré 

qu’en réponse à VEGF, les cellules confluentes réduisaient l’action de VEGFR2 par inhibition de contact 

(VE-cadhérine) et par l’action de la phosphatase DEP-1(Lampugnani et al. 2003). 

 

 Rho-GEF Trio 

Les GTPases de la famille Rho contrôlent l’organisation du cytosquelette d’actine. Les facteurs 

d’échanges nucléotidiques (GEF) (guanine nucleotide exchange factors) activent les GTPases en 

accélérant l’échange du GDP pour le GTP. Trio est une protéine de la famille des Rho-GEF comprenant 

3 domaines catalytiques, 2 domaines GEF et un domaine sérine/thréonine kinase, identifié comme 

nouveau composant des jonctions d’adhérence par sa capacité à se lier de manière transitoire 

directement à la partie cytoplasmique de la VE-cadhérine pendant la formation ou la reformation des 

jonctions. La VE-cadhérine recrute Trio, active Rac1 et stabilise les jonctions au cours de leur 

néoformation. Sa délétion est synonyme d’une perte d’intégrité liée à l’absence de régulation du 

cytosquelette d’actine (Timmerman et al. 2015). 

 

 G-protéine alpha13 

G-protéine alpha13 fait partie de la famille des protéines G hétérodimères qui transmet les signaux des 

récepteurs couplés à la protéine G vers d’autres effecteurs en aval. Il a été démontré que G-alpha13  

pouvait former un complexe avec VE-cadhérine et activer Src en présence de facteurs d’inflammation. 

Src phosphoryle Y658 de la VE-cadhérine conduisant à la dissociation de p120 et l’internalisation de la 

VE-cadhérine. Donc, G alpha13, est impliquée dans l’intégrité des jonctions et la perméabilité  (Gong et 

al. 2014). 
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 Yes associated protein (YAP) 

YAP est connu comme un régulateur co-transcriptionnel. Giampietro et son équipe ont démontré que 

YAP s'associe aux jonctions adhérentes via l'α-caténine dans les jonctions stabilisées, alors que dans les 

cellules clairsemées YAP est principalement localisé dans les noyaux et est transcriptionnellement actif 

et contribuera ainsi à l’activation de certains gènes (Giampietro et al. 2015). Ces données indiquent que 

YAP est particulièrement associé à l‘angiogenèse et l’organisation des jonctions.  

De plus, YAP et le régulateur de transcription tafazzin (TAZ) sont décrits dans la littérature comme 

régulateurs de l’activité transcriptionnelle, de la prolifération cellulaire, de l’apoptose, de la migration et 

de la contraction de l’actomyosine. Dans une étude de Neto et al, les auteurs ont démontré l’expression 

abondante de ces deux protéines dans la formation des vaisseaux et les ont aussi localisées au niveau 

des jonctions d’adhérence dans la rétine de souris. YAP et TAZ sont démontrés comme des régulateurs 

de la migration cellulaire et du réarrangement cellulaire. La délétion de ces 2 protéines révèle un défaut 

drastique dans le développement des vaisseaux associé à un défaut d’anastomose et à la présence 

d’hémorragies au niveau des bourgeonnements, qui est expliquée par la rupture de l’intégrité des 

jonctions. Le knockdown de YAP et TAZ réduit fortement le taux de turn-over de la VE-cadhérine qui est 

alors plus mobile à la membrane, ce qui conduit à la modification morphologique des jonctions (Neto et 

al. s. d.). 

 

   Au final, la VE-cadhérine, du fait de ses partenaires protéiques, joue un rôle central dans l’intégrité des 

cellules endothéliales en conditions physiologiques comme pathologiques, telles que la perméabilité, 

l’angiogenèse, la migration, la prolifération et la diapédèse des leucocytes. Toute l’importance de la VE-

cadhérine dans ces fonctions sera détaillée dans la partie suivante 

 

III.3. Les fonctions de la cellule endothéliale 

et l’implication de la VE-cadhérine. 
 

La complexité de la cellule endothéliale révèle l’importance de son implication dans l’homéostasie des 

vaisseaux sanguins. L’endothélium n’est pas juste une barrière entre les tissus et le sang qui laisse passer 

certaines molécules. Ses fonctions sont multiples, allant du contrôle du tonus vasculaire et de la pression 

sanguine jusqu’à la coagulation, la fibrinolyse, l’adhésion et l’agrégation des plaquettes. L’endothélium 

joue également un rôle fondamental dans la régulation du système immunitaire, de l’inflammation et de 

l’angiogenèse. Au cours de cette partie, nous allons discuter de ces différentes fonctions et mettre en 

évidence l’importance de la VE-cadhérine. 

 

III.3.1. L’angiogenèse 

La dissociation des jonctions d’adhérence est indispensable pour l’établissement des bourgeonnements 

au cours de l’angiogenèse. Un remodelage dynamique de la VE-cadhérine est crucial pour la motilité et 
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le réarrangement des cellules endothéliales. Le rôle important de la VE-cadhérine dans l’angiogenèse a 

été montré par le knock-out de son gène qui conduit à la létalité de l’embryon avec un fort défaut 

d’angiogenèse. Elle est donc essentielle au développement, la formation et la maturation des nouveaux 

vaisseaux (Gory-Fauré, 1999). Par ailleurs, en 2006, Gavard et al ont montré que l’activation de VEGFR2 

entraîne l’endocytose de la VE-cadhérine, réduisant ainsi l’adhésion intercellulaire. En effet, Src est activé 

suite à la dimérisation de VEGFR2, résultant en la phosphorylation de guanine nucleotide exchange factor 

VAV2. Ce dernier active une cascade de signalisation incluant l’activité d’une petite GTPase Rac régulant 

p21-activated kinase, qui phosphoryle la sérine 665 de la VE-cadhérine. La phosphorylation de cette 

sérine recrute la β-arrestine2, initiant l’endocytose (Fig38) (Gavard et Gutkind 2006).  

 

Figure 38: Mécanisme d'endocytose de la VE-cadhérine (Gavard et Gutkind 2006) 

 

Démontré par Gaengel en 2012, la VE-cadhérine est diminuée au niveau de la membrane sous l’action 

de VEGF (Gaengel et al. 2012). En effet, la VE-cadhérine a un caractère anti-angiogénique et une 

diminution de la VE-cadhérine amplifie les bourgeonnements au niveau de la rétine des souris (Gaengel 

et al. 2012). Toutes ces études montrent l’importance de la régulation de la VE-cadhérine au cours de 

l’angiogenèse. L’importance du remodelage dynamique de la VE-cadhérine dans le bourgeonnement a 

également été mise en évidence grâce à Notch/VEGFR qui régule le turnover de VE-cadhérine au niveau 

des jonctions pour favoriser le réarrangement cellulaire et le mouvement des cellules endothéliales au 

cours du bourgeonnement (Bentley et al. 2014).  
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III.3.2. L’angiogenèse pathologique et la VE-cadhérine 

L’angiogenèse pathologique implique un déséquilibre entre les facteurs pro et anti-angiogéniques et est 

observée dans les tumeurs dont les vaisseaux sont mal formés, au débit très lent et perméables. Ces 

phénomènes peuvent être expliqués par des stimuli comme l’hypoxie, l’inflammation, et l’expression de 

gènes oncogéniques. Il a été démontré, au sein des gliomes, la forte expression de la VE-cadhérine et 

sa phosphorylation sur le site Y685. Cette phosphorylation engendrée par la stimulation de VEGF induit 

le clivage de la partie extracellulaire de la VE-cadhérine en une protéine soluble de 90 kDa par les 

métalloprotéases provenant des cellules de gliome. Cette  VE-cadhérine soluble a été suggérée comme 

pouvant être un biomarqueur de résistance aux traitements (Vilgrain et al. 2013). 

Dans le cas des tumeurs, en plus de la mauvaise formation des vaisseaux, des pseudo-vaisseaux 

peuvent se former : le mimétisme vasculogénique (vasculogenic mimicry (VM)). La VM est la capacité 

des cellules cancéreuses à s’incorporer dans des vaisseaux afin d’apporter les nutriments et l’oxygène 

nécessaires à la croissance tumorale. Ces cellules expriment la VE-cadhérine dans le cas de tumeurs 

très agressives. Une inhibition de VE-cadhérine affecte le développement du réseau vasculaire dans le 

cas de mélanome (Hendrix et al. 2001).  

De nombreuses pathologies sont caractérisées par la différenciation des cellules endothéliales en cellules 

mésenchymales. Les cellules endothéliales peuvent changer de forme en raison de leur plasticité et ainsi 

acquérir un phénotype de cellules mésenchymales et perdre leurs marqueurs endothéliaux. Dans le cas 

des gliomes, cet état des cellules favorise la migration des cellules endothéliales associées à la tumeur 

et la dégradation de la VE-cadhérine et donc provoquer une augmentation de la perméabilité et la 

présence de vaisseaux anormaux (Dudley et Griffioen 2023).  

 

III.3.3. La régulation du trafic des leucocytes et le rôle 

de la VE-cadhérine. 

L’endothélium vasculaire est la clé de la réponse immunitaire car il contrôle la capacité des leucocytes à 

passer de la circulation générale aux tissus. Les cellules endothéliales assurent le ralentissement des 

leucocytes jusqu’à leur arrêt et leur migration au travers l’endothélium. Chaque étape est finement régulée 

par des protéines bien spécifiques. Les sélectines garantissent la capture des leucocytes circulants et 

leur roulement sur la partie apicale de l’endothélium avec l’aide d’autres chémoattractants comme le 

complément C5a. L’expression de l’intracellulaire adhesion molecule 1 (ICAM1) et de la molécule 

d’adhésion cellulaire vasculaire (Vascular cell adhesion molecule (VCAM1)), par exemple, autorise une 

forte adhésion des leucocytes sur les cellules endothéliales avant leur passage dans la barrière : la 

diapédèse. Ce processus complexe comprend l’arrêt du roulement des leucocytes, l’ouverture des 

jonctions, la migration des cellules dans la barrière, l’empêchement de fuite du plasma jusqu’à 
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l’interdiction de la transmigration réverse, et pour finir la fermeture des jonctions (Fig39) (Vestweber 

2015). 

Figure 39: La diapédèse des leucocytes requiert plusieurs étapes régulées par la cellule endothéliale et les leucocytes 

(Vestweber 2015) 

 

L’une des étapes clé de la diapédèse est l’ouverture des jonctions adhérentes qui nécessite des 

modifications structurales de la VE-cadhérine. La stimulation par le VEGFA ou l’adhésion des leucocytes 

sur les cellules endothéliales occasionnent la dissociation rapide de ces partenaires et déstabilisent les 

contacts intercellulaires et donc l’ouverture des jonctions. La dissociation de VE-PTP de la VE-cadhérine 

est accompagnée de la phosphorylation de la VE-cadhérine et de la plakoglobine. La plakoglobine est 

notamment connue pour contribuer à aider VE-PTP dans le maintien de la VE-cadhérine à la membrane 

et sa phosphorylation inhibe son action et favorise la transmigration des leucocytes (Nottebaum et al. 

2008).  

En plus de la VE-PTP, l’état de phosphorylation de la VE-cadhérine déclenche aussi la diapédèse. Il a 

été trouvé que l’adhésion des leucocytes par ICAM1 et VCAM1 induit la phosphorylation de la VE-

cadhérine sur tyrosine (Y) l’action de deux tyrosines kinases Src et Protein-tyrosine kinase 2-beta (Pyk2) 

phosphorylant les sites Y658 et Y731de la VE -cadhérine. L’inhibition de l’activité d’une de ces tyrosines 

kinases ou la surexpression de mutant non phosphorylable sur tyrosine résultent en une diminution de la 

transmigration des cellules  (Allingham, van Buul, et Burridge 2007). Toutefois, d’autres études ont montré 

que seule la phosphorylation de la Y685 VE-cadhérine était impliquée dans la maintenance de l’intégrité 

uniquement et non dans la transmigration des leucocytes. Un mutant inhibant la phosphorylation diminuait 

la perméabilité mais n’avait pas d’impact sur la transmigration. De manière inattendue, il a été observé 

qu’en réalité c’était le site Y731 de la VE-cadhérine qui était véritablement responsable de la diapédèse 

et plus particulièrement sa déphosphorylation (Wessel et al. 2014a). Ce site Y731 est retrouvé 

constitutivement phosphorylé à l’état basal et les leucocytes induisent la déphosphorylation favorisant la 

transmigration par l’intervention de PECAM1. Les leucocytes stimulent PECAM1, menant à sa 

dissociation d’avec SPH2 requise pour la déphosphorylation de VE-cadhérine et de son endocytose, et 

ainsi conduire à l’ouverture des jonctions. Il semble donc que la phosphorylation du site Y731 de la VE-
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cadhérine soit cruciale dans la diapédèse. De plus, cette phosphorylation n’est possible qu’avec la 

mobilisation du calcium qui va induire une contraction via la myosine II et ainsi rendre le site Y731 

accessible à SHP2 (Arif et al. 2021b) (Fig40). Ces études nous font remarquer que chaque tyrosine de la 

VE-cadhérine remplit un rôle bien spécifique dans l’intégrité de la barrière et dans la transmigration des 

cellules immunitaires. 

 

Figure 40: Mécanisme permettant l'ouverture des jonctions pour l'extravasation des leucocytes (Arif et al. 2021b) 

 

 

III.3.4. La perméabilité 

III.3.4.1. L’induction de la perméabilité 

Les jonctions d’adhérence jouent un rôle fondamental dans l’intégrité de l’endothélium vasculaire La 

perméabilité est un processus essentiel en condition physiologique pour permettre le passage des 

nutriments, d’ions et de l’oxygène au niveau des différents tissus. Le passage de ces substances se fait 

majoritairement par diffusion passive comme nous l’avons vu précédemment, mais peut aussi se faire 

par la voie transcellulaire et la voie paracellulaire. 

Une dérégulation de la perméabilité est souvent associée à de nombreuses pathologies allant de 

processus cancéreux à l’hypertension artérielle. La première preuve montrant le rôle de la VE-cadhérine 

dans le contrôle de la perméabilité remonte à 1999, quand l’équipe d’Elisabetta Dejana a montré que des 

vaisseaux exposés à des hauts stress mécaniques, comme c’est le cas dans le poumon et dans le cœur, 
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présentaient un fort marquage avec un anticorps anti-VE-cadhérine. En revanche, l’injection de l’anticorps 

appelé BV13 in vivo chez la souris avait la capacité d’augmenter la perméabilité (Corada et al. 1999; 

Lampugnani, Dejana, et Giampietro 2018). 

Le complexe VE-PTP, VE-cadhérine joue également un rôle central dans la régulation de la perméabilité. 

Le maintien de ce complexe dans la peau et le poumon inhibe fortement la perméabilité sous stimulation 

par VEGF ou LPS (Broermann et al. 2011). Il a également été démontré que l’inactivation de VE-PTP 

dans les embryons de souris conduisait à une suractivation de VEGFR2 et une forte augmentation de la 

phosphorylation de VE-cadhérine altérant la polarisation des cellules et l’intégrité vasculaire. Donc, VE-

PTP a une action indirecte sur VE-cadhérine via le biais de VEGFR2 (Hayashi et al. 2013). Dans un 

contexte physiologique où l’endothélium est quiescient, VE-PTP stabilise VE-cadhérine à la jonction et 

limite la perméabilité en inhibant RhoGEF GEF-1 qui est impliqué dans la régulation de l’activité de RhoA 

et des tensions le long des jonctions. En effet, VE-PTP maintient VE-cadhérine à la membrane en 

réduisant son taux d’internalisation et une surexpression de VE-PTP dans les cellules qui en sont 

démunies restaure la dynamique de la VE-cadhérine et la diminution de l’activité de GEF-1 (Juettner et 

al. 2019).  

Dans le cas des glioblastomes, un cancer très agressif dont le taux de survie est très faible, la 

néovascularisation en est profondément affectée. La vasculature est incomplète, tortueuse, avec une 

augmentation de la perméabilité corrélée à la sévérité de la tumeur. Il a été démontré pour la première 

fois par l’équipe d’Isabelle Vilgrain, que les gliomes présentaient la forme phosphorylée sur site 685 de 

la VE-cadhérine en plus de sa forte expression dans les tissus. Ils ont ainsi suggéré que Src induisait la 

phosphorylation sur Y685 de la VE-cadhérine uniquement (Wallez et al. 2007) en réponse à la stimulation 

par VEGF. Une autre étude a approfondi le mécanisme autour de cette phosphorylation en suggérant 

que la phosphorylation VEGFR2 sur la tyrosine Y951 facilite le recrutement de Tsad qui en retour conduit 

à l’activation de Src par phosphorylation sur son site Y418, ce qui fait que Src phosphoryle en continu le 

site Y685 sans rétrocontrôle négatif (Sun et al. 2012). Par la suite, il a été montré que cette 

phosphorylation conduisait au clivage de la partie extracellulaire de la VE-cadhérine sous stimulation de 

VEGF in vitro. Le fragment soluble de l’ordre de 90 kDa était détecté dans le milieu  conditionné des 

cellules stimulées par VEGF mais également dans un milieu conditionné contenant des métalloprotéases 

issues de glioblastome suggérant que ces dernières pouvaient cliver la VE-cadhérine phosphorylée 

(Vilgrain et al. 2013). La VE-cadhérine soluble pouvait être un biomarqueur, puisqu’elle a été retrouvée 

dans le sang de patients porteurs de la pathologie.  

Étant donné l’importance de ce site de phosphorylation, une souris porteuse de la mutation sur ce site a 

été générée afin d’étudier les effets de Y685 VE-cadhérine. Pour cela, la tyrosine Y685 a été remplacée 

par une phénylalanine empêchant la phosphorylation de la VE-cadhérine sur ce site. L’étude a été ciblée 

sur l’utérus et les ovaires de souris, organes angiogéniques sous contrôle hormonal. Dans ce cas, il a été 

démontré que la mutation n’avait pas d’impact sur la viabilité ni sur la fertilité des souris. Toutefois, il a 

été observé la formation d’œdèmes au niveau des ovaires et une accumulation de fibres de collagène 

autour des vaisseaux. De plus, une hyperperméabilité a été observée dans les souris porteuses de la 

mutation dans la peau à l’état basal et sous stimulation au VEGF (Sidibé et al. 2014).  

En 2014, F. Wessel a démontré qu’en réponse à des agents inflammatoires comme VEGF ou l’histamine, 

seule l’augmentation de la perméabilité était observée avec la phosphorylation de Y685. La 

phosphorylation du site Y731 ne l’affectait pas et était uniquement liée à l’extravasation des leucocytes 

(Wessel et al. 2014b). De manière étonnante, lorsque l’on suit l’activité temporelle de Src, on constate 

que le premier effet de Src est la phosphorylation de Y731 de la VE-cadhérine qui conduit à l’accumulation 

de VE-cadhérine à la membrane et ainsi amplifie le maintien de la barrière endothéliale. Mais si l’activation 
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de Src est prolongée, elle phosphoryle le site Y685 et pourra ainsi modifier l’intégrité de l’endothélium 

(Fig41) (Klomp et al. 2019) (Sidibé et Imhof 2014). 

La perméabilité peut aussi être influencée par le flux. Il a été démontré qu’en conditions physiologiques, 

les sites Y685 et Y658 de la VE-cadhérine sont phosphorylés dans les veines et non dans les artères, du 

fait de la différence des forces de cisaillement. Dans cette étude, les auteurs ont montré que l’état de 

phosphorylation de la VE-cadhérine pouvait contribuer au dynamisme des jonctions mais que l’ajout de 

facteurs inflammatoires était nécessaire à l’augmentation de la perméabilité. Ainsi, sous stimulation par 

la bradykinine, la perméabilité est augmentée via la phosphorylation de Y685 et Y658 de la VE-cadhérine 

par Src, induisant son internalisation. Les mêmes effets ont été observés en réponse à l’histamine 

(Orsenigo et al. 2012). Des travaux très récents ont montré que la régulation de l’activité de Yes dans 

l’endothélium vasculaire dépend du type de vaisseau et du type d’écoulement laminaire. Pour les cellules 

soumises à un faible stress en raisond’un flux lent (veines et capillaires), Yes induit la phosphorylation de 

la VE-cadhérine, contrairement aux cellules soumises à un stress élevé. D’autre part, dans cette même 

étude, les auteurs ont démontré que Yes induisait l’internalisation de VE-cadhérine et que la délétion de 

Yes affectait l’intégrité de la barrière via l’augmentation de la perméabilité au niveau des veines et des 

capillaires.L’état de phosphorylation de la VE-cadhérine serait  donc requis pour la plasticité des jonctions, 

la migration et le maintien de la barrière endothéliale (Jin et al. 2022). 

 

 

 

 

Figure 41: Mécanismes impliquant la VE-cadhérine dans la diapédèse et la 
perméabilité (Sidibé et Imhof 2014) 
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III.3.4.2. Stabilité de l’endothélium 

Contrairement aux agents inflammatoires qui favorisent la perte d’intégrité de la barrière endothéliale, 

d’autres facteurs vont avoir un effet opposer et contribuer à son maintien. C’est le cas de l’angiopoiétine 

1 (Ang-1) et Sphingosine-1-phosphate (S1P). 

 

 L’angiopoiétine-1 et la perméabilité 

L’angiopoiétine-1 (Ang-1) active le récepteur à activité tyrosine kinase Tie2 et inhibe la signalisation 

VEGF/VEGFR2 dans le but de maintenir la barrière endothéliale (Thurston et al. 2000). Dans le cas d’une 

vasculopathie diabétique, l’injection d’ Ang-1 contribue au maintien des jonctions et à la diminution de la 

perméabilité grâce à la stabilisation de la VE-cadhérine à la membrane (J. Zhao et al. 2015). Le knockout 

de Ang-1 chez les souris a montré des vaisseaux malformés, des défauts de bourgeonnement et une 

forte perméabilité. Ce phénotype est également retrouvé avec un knockout de Tie2. Ang-1 joue un rôle 

dans le développement et la maturation des vaisseaux au cours du développement mais aussi sur les 

vaisseaux formés par son action inhibitrice de la perméabilité via la régulation des protéines des jonctions 

comme PECAM-1 et VE-cadhérine (Gamble et al. 2000). 

 

 Sphingosine-1-phosphate S1P 

Le sphingosine 1-phosphate (S1P) est un lipide régulant des fonctions biologiques variées et 

essentielles via son interaction avec des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) connus comme les 

récepteurs de S1P. Le S1P est présent en quantité importante dans le plasma (où sa concentration peut 

atteindre 1 µM) où il est lié à plus de 90 % aux lipoprotéines de haute densité (high density 

lipoprotein ou HDL) et à l’albumine, et minoritairement aux lipoprotéines de basse densité (low density 

lipoprotein ou LDL) et de très basse densité (very low density lipoprotein ou VLDL). Le flux sanguin délivre 

ce S1P dont la principale fonction est d’améliorer le maintien de l’endothélium vasculaire et d’avoir un 

puissant effet protecteur de l’intégrité vasculaire. La majorité des S1P circulant dans le plasma provient 

des cellules endothéliales et des érythrocytes via l’activité de sphingosine kinase (SPHK). Pour cela, S1P 

se lie à une famille de 5 récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés à la protéine G : S1PR1-

5. Les récepteurs S1PR de 1 à 3 sont exprimés dans la cellule endothéliale. Par l’activation de ces 

récepteurs, S1P va contribuer à la diminution de la perméabilité et à la stabilisation des vaisseaux par le 

recrutement des cellules musculaires lisses et des péricytes (Hla, Venkataraman et Michaud 2008). En 

ce sens, Gaengel a notamment démontré que S1PR1 avait la capacité de contrecarrer l’effet de VEGF, 

en inhibant l’angiogenèse et stabilisant la VE-cadhérine à la membrane (Gaengel et al. 2012).  

S1PR1 sera longuement discuté dans la revue au cours de laquelle nous verrons ses fonctions, ses 

mécanismes d’action et son lien avec la VE-cadhérine dans le maintien de l’intégrité. 
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Conclusion 
L’endothélium est fondamental dans le bon fonctionnement des organes et sa dérégulation est à l’origine 

de nombreuses pathologies. Il est décrit comme très hétérogène et complexe car ses fonctions varient 

en fonction de l’organe. Il est donc très important de bien caractériser les cellules endothéliales du lit 

vasculaire afin de définir de nouvelles cibles thérapeutiques. La perte de l’intégrité de la barrière est un 

des symptômes majeurs de nombreuses pathologies comme nous l’avons vu dans le poumon. L’étude 

de la VE-cadhérine comme un des acteurs principaux de la jonction nous permettrait de mieux évaluer 

son rôle exact dans les mécanismes de régulation des jonctions et ainsi de pouvoir la définir comme un 

outil clinique pour évaluer la sévérité d’une pathologie ou identifier de nouvelles cibles thérapeutiques 
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CHAPITRE IV : 

Objectifs de thèse 
 

Une étude en 2018 a mis en évidence pour la première fois que la VE-cadhérine pouvait avoir la capacité 

de réguler l’expression de gènes endothéliaux en empêchant la translocation nucléaire de promoteurs ou 

d’inhibiteurs de la transcription de gènes. Par exemple, l’association de VE-cadhérine/ β-caténine 

séquestre Ezhr2 (enhancer of zeste homolog 2) bloque son action d’inhibition de la transcription du gène 

claudine-5 (Morini et al. 2018).  

À la lecture des études qui démontrent l’importance du site Y685 de la VE-cadhérine sur la fonction de la 

cellule endothéliale, notamment dans le maintien des jonctions, il est crucial de comprendre le rôle exact 

de ce site dans les fonctions endothéliales afin d’en établir ses rôles potentiels dans la reprogrammation 

de la cellule endothéliale, afin de mieux cibler dans le cadre de nouvelles thérapies. Il a été émis 

l’hypothèse que la phosphorylation de la VE-cadhérine sur Y685 pouvait engendrer la délocalisation de 

la β-caténine, connue pour son activité de facteur de transcription, dans le noyau et conduire à la 

reprogrammation des gènes de la cellule endothéliale. 

 

Objectifs de la thèse: 

Mon objectif majeur a été : 

 D’examiner l’effet de la mutation de la tyrosine Y685 sur la reprogrammation de la cellule endothéliale 

dans un organe hautement vascularisé et exprimant fortement la VE-cadhérine : le poumon ; 

 D'identifier les gènes et les fonctions régulées par ce site et  comment ils le sont ;  

 De caractériser le rôle de cette mutation sur les fonctions des cellules endothéliales in vitro et in vivo. 

 

Les objectifs corolaires à cette thèse ont été : 

 D’établir un système 2D et 3D de co-culture afin de développer un outil clinique pour étudierl’effet 

de l‘environnement sur la VE-cadhérine et l’efficacité de traitements utilisés en cancérologie. 

 De définir le clivage de VE-cadhérine comme un biomarqueur pertinent dans l’étude de la 

pathologie du COVID long. 

 

 

Les résultats de cette thèse seront présentés sous formes d’articles.   
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PARTIE 2 

Contribution de la mutation sur la 

tyrosine 685 de la VE-cadhérine 

dans la reprogrammation de la 

cellule endothéliale du poumon 
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CHAPITRE I : 

Analyse du profil transcriptomique et 
des voies de signalisations des cellules 
endothe liales microvasculaires des 
poumons de souris porteuse de la 
mutation Y685F VE-cadhe rine.  

 

 

I.1.Objectifs de l’étude  

Par l’utilisation de la souris Y685F, notre objectif d’étude est de déterminer si la phosphorylation d’un site 

spécifique de la VE-cadhérine comme Y685 peut moduler la reprogrammation de la cellule endothéliale 

et plus précisément l’expression de ces gènes dans le poumon à l’état physiologique. Notre hypothèse 

de travail était que le site Y685 de la VE-cadhérine, par sa phosphorylation sur Y685 conduisait au clivage 

de la partie extracellulaire et donc à la dégradation rapide de la partie intracellulaire. La perte de cette 

dernière conduit à la dissociation de la VE-cadhérine d’avec ses partenaires dont la β-caténine connue 

pour son activité régulatrice de l’expression génique. La délocalisation dans le noyau de la β-caténine 

induirait la modulation des gènes endothéliaux, des caractéristiques propres de la cellule jusqu’au 

phénotype du poumon.  

Les résultats du travail vont être soumis très prochainement …. Et les principaux résultats sont 

présentés ci-après. 

 

I.2.Principaux résultats de l’étude  

Nous avons comparé une souris sauvage (WT) avec une souris porteuse de la mutation Y685F (KI) en 

condition physiologique. Étant donné que la phosphorylation sur la Y685 de la VE-cadhérine déstabilise 

les jonctions, nous nous sommes intéressés à l’effet de l’absence de la phosphorylation de ce site au 

niveau des caractéristiques angiogéniques de la cellule endothéliale qui sont la migration, la prolifération 

et l’adhésion cellulaire. Pour cela, les cellules endothéliales ont été isolées à partir du poumon de souris 

dont la pureté de la fraction isolée a été vérifiée par Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) et 
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immunofluorescence. La migration est l’un des critères essentiels de l’angiogenèse car elle permet la 

formation de nouveaux vaisseaux par le déplacement des cellules « tip » et le recrutement des cellules 

« stalk ». Le test de migration nous a montré un pourcentage d’ouverture de la blessure plus fort chez les 

cellules KI que chez WT, signe d’un défaut de migration. De même, le test des billes en gel de fibrine a 

permis d’étudier en détail les capacités de bourgeonnement des cellules grâce au logiciel « Angiogenesis 

analyzer ». Les résultats obtenus nous ont suggéré que la capacité de bourgeonnement de cellules KI 

était diminuée, et que les cellules endothéliales KI proliféraient moins mais qu’elles adhéraient plus au 

substrat. Ces études in vitro mettent en évidence que la capacité angiogénique des cellules KI est 

fortement impactée. 

Toutes ces altérations in vitro nous permettent de suggérer que l’absence de phosphorylation de Y685 

de la VE-cadhérine induit un remodelage des propriétés de la cellule endothéliale. Mais les mécanismes 

par lequel le site Y685 non phosphorylé de la VE-cadhérine reprogramme la cellule endothéliale restent 

inconnus. Le RNA-seq sur les cellules endothéliales isolées de souris KI a révélé le changement de 884 

gènes dont 766 gènes étaient sous-régulés et 118 sur-régulés, dont les fonctions de l’angiogenèse et de 

l’adhésion cellulaire qui s’en retrouvaient fortement impactées. Parmi tous ces gènes, S1pr1, surexprimé, 

attira notre attention par son implication dans l’adhésion cellulaire et dans l’angiogenèse. 

S1PR1 est le récepteur de S1P, un lysophospholipide circulant dans le sang et sécrété par les cellules 

endothéliales et les érythrocytes. Ce récepteur de 7 domaines transmembranaires et couplé à la protéine 

G. S1PR1 est exprimé fortement dans les cellules endothéliales, contrairement à S1PR2 et S1PR3. 

S1PR1 a largement été décrit dans la littérature comme un protecteur de l’intégrité de la barrière, 

notamment par le maintien de la VE-cadhérine au niveau des membranes et des α, β, γ- caténine au 

niveau des jonctions. Sa phosphorylation sur Y143 entraine son endocytose vers le réticulum 

endoplasmique et une dérégulation des jonctions, de même que S1PR1 a également été largement décrit 

dans la littérature comme un récepteur anti-angiogénique par l’inhibition de la voie de signalisation de 

VEGFR2, réduisant la capacité de bourgeonnement au niveau de la rétine (Garnier et Vilgrain 2023).  

Nous avons pu démontrer que Y685F avait la capacité de réguler des gènes endothéliaux mais par quel 

mécanisme, cela restait encore à déterminer. Dans notre hypothèse de travail, il a été émis que β-

caténine pouvait remplir ce rôle. La co-immunoprécipitation de la VE-cadhérine avec la β-caténine a 

montré une diminution de l’interaction entre ces deux protéines. De manière intéressante, la β-caténine 

est retrouvée délocalisée dans le noyau des cellules endothéliales KI. Toujours dans la compréhension 

des mécanismes de régulation, nous avons étudié en détail le cas de S1PR1. Dans notre étude, la 

surexpression génique et protéique de S1PR1 a été vérifiée : il peut ainsi contribuer à la stabilisation des 

vaisseaux. Nous avons voulu établir le moyen par lequel Y685F pouvait moduler l’expression de S1PR1. 

L’immunoprécipitation de la chromatine, ChIP a suggéré que l’un des facteurs de transcription connu de 

S1PR1, forkhead box 1 (FOXF1), avait une plus forte capacité de liaison au promoteur de S1pr1 chez les 

KI. FOXF1 a été montré comme très abondant dans les capillaires de poumons adultes quiescents et 

comme maintenant la barrière. Et la délétion de FOXF1 est retrouvée dans le cas d’IPF associé à une 

augmentation de fibrose (Cai et al. 2016a). Ces résultats suggèrent que Y685F de la VE-cadhérine induit 

la reprogrammation génique par β-caténine et par FOXF1 pour S1pr1. 

Étant donné que le site Y685 ne peut plus être phosphorylé, nous avons voulu déterminer si cette mutation 

pouvait engendrer des altérations sur l’état de phosphorylation sur d’autres sites tyrosine de la VE-

cadhérine. De manière surprenante, seule la phosphorylation du site Y731 de la VE-cadhérine est 

augmentée chez les KI, expliquant ainsi la délocalisation de sa protéine de liaison β-caténine.    
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Les résultats in vitro mettent en évidence des cellules endothéliales aux propriétés anti-angiogéniques. 

Dans la littérature, il est bien établi que l’inhibition de VEGFR2 conduit à ce type de résultats, notamment 

par l’absence de phosphorylation de la VE-cadhérine sur Y685 par VEGFR2. Nous nous sommes ainsi 

intéressés à l’axe VEGFR2 et VE-cadhérine, et plus particulièrement si Y685F de la VE-cadhérine avait 

la capacité de réguler VEGFR2. Effectivement, l’expression génique et protéique de VEGFR2 a été 

retrouvée diminuée chez les KI. Ces données nous suggèrent que Y685F de la VE-cadhérine module 

VEGFR2 et contribue au maintien de l’intégrité. 

Au vue des modifications in vitro et transcriptomique, nous nous sommes demandés si Y685 de la VE-

cadhérine pouvait aussi avoir un effet sur les poumons in vivo. Les coupes histologiques de poumon nous 

ont montré que les souris KI exhibaient une barrière plus stable que chez WT avec une diminution du 

dépôt de collagène, synonyme de fibrose, autour des vaisseaux. Les études morphologiques ont 

également montré un remodelage des vaisseaux notamment avec une augmentation de leur épaisseur, 

une diminution de la lumière intra-vasculaire et un nombre inférieur de vaisseaux chez les KI. Le lavage 

broncho-alvéolaire consiste à obtenir une image de la composition de l’espace alvéolaire et ainsi avoir 

des indices sur l’état de perméabilité. Comparées au WT, la concentration des protéines ne présentent 

pas de différences majeures chez les KI, seules une cytokine a été retrouvé augmentée chez les KI : 

ostéopontine. Ces résultats in vivo, nous montrent que la mutation sur Y685 conduit à la stabilité de la 

barrière endothéliale. 

Pour la première fois, il a été mis en évidence qu’un site de phosphorylation muté pouvait moduler l’ 

expression des gènes impliqués dans l’angiogenèse et l’adhésion cellulaire. Nous avons également 

démontré que ce site contrôlait l’expression de S1PR1 via son facteur de transcription (FOXF1) 

permettant la stabilisation des vaisseaux et inhibant les propriétés angiogéniques de VEGFR2. Le 

dialogue entre VE-cadhérine et S1PR1 ainsi que les fonctions de S1PR1 seront amplement détaillées 

dans la revue : Dialogue between VE-Cadherin and Sphingosine 1 Phosphate Receptor1 (S1PR1) for 

Protecting Endothelial Functions ci-après l’article. 
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I.3. Article 

Transcriptomic profiling and pathway 
analysis of mouse lung microvascular 

endothelial cells with Y685F VE-cadherin 
knock-in 

 

Article bientôt en soumission 
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ABSTRACT 

 

 We previously reported that endothelial cell (ECs) dysfunction occurs in disease processes 

involving angiogenesis.  Endothelial plasticity involves tyrosine phosphorylation of the 

cadherin–catenin complex including VE-cadherin. To provide a systematic broad-based view 

of this mechanisms , in the present study, we report the comprehensive transcriptome 

profiling of Lung ECs from carrying the single point mutation Y685F VE-cadherin and unveil 

cellular dynamics and molecular features associated with cell-cell adhesion and angiogenesis. 

We identified a total of 884 differential expressed genes (DEGs) regulated by VE-cadherin 

knock-in on the basis of transcriptomic RNA sequencing (RNA-Seq). Gene ontology analysis 

revealed that upregulated DEGs were mainly enriched in cell-cell adhesion and angiogenesis 

which were found to be the most deregulated functions of lung EC culture. Among the top 30 

DEGs, genes encoding for transmembrane receptors were up-regulated, whereas genes 

encoding for protein phosphatase or enzymes involved in anions transport, and lipid 

metabolism were  downregulated. Among receptors, Sphingosine-1-phosphate-receptor 1 

(S1pr1) was the highest mean expression among the samples. Analysis of gene interaction 

networks identified that S1pr1 strongly linked with Cdh5, Kdr  and genes related to cell-cell 

adhesion and angiogenesis. Mechanistically, immunoprecipitation assay showed a significant 

decrease in the ratio mutant VE-cadherin/ -catenin which was correlated with an increase in 

the nuclear ratio -catenin/Histone H3.  Using Chromatin immunoprecipitation assay  (CHIPS), 

we found  that the transcriptional activity of  S1pr1 promoter was increased by the direct 

binding of  the lung transcriptional regulator FOXF1. Of importance, VE-cadherin mutant was 

phosphorylated on Y731 and located the membrane  which showed less vascular remodeling 

with less fibrosis in lungs from mutated mice . Hence, our findings provide new insights  in the 

role of a single tyrosine of VE-cadherin which would participate in an endothelial-specific 

transcription program important for tumor vessels and therapeutic targets. 
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Introduction 

Endothelial cells (ECs) are lining the lumen of blood vessels and orchestrate important 

processes such as vasomotor tone, coagulation, permeability, tissue vascularization and immune 

response (1). The vascular network responds to the subsequent metabolic changes in a rhythmic 

pattern with the change in the physiology of several organs specially those which are subjected to 

hormonal control (2). While ECs remain quiescent throughout adulthood, the activation of 

endothelium occurs during patho/physiological conditions and lead to either endothelial activation or 

to angiogenesis (3). The process of angiogenesis is dynamically adjusted with several other growth 

factors and controlled by suitable regulators, such as vascular endothelial growth factor (VEGF) (4). 

Endothelial adherens junctions are adhesive intercellular contacts that are crucial for the maintenance 

and regulation of normal vascular function. Alterations in adherens junction assembly influence 

endothelial cell motility, vascular morphogenesis and permeability. The inability of ECs to fulfill their 

physiological functions is a key feature of multiple prevalent diseases including hypertension, 

atherosclerosis, diabetes and cancer. More precisely, we reported that endothelial cell dysfunction 

occurs in several cancers including renal cell carcinoma, glioblastoma and breast cancer (5-7). 

VE-cadherin is an adhesive protein exclusively expressed in ECs whose extracellular domain 

has an important role in endothelial cell-cell adhesion, whereas the cytoplasmic tail interacts with the 

actin cytoskeleton via three proteins of the armadillo family, called -catenin, plakoglobin, and p120 

to ensure junctional strength (8). The cytoplasmic domain of VE-cadherin was shown to regulate 

endothelial protrusive activity in vitro, suggesting that this domain may play a prominent part in 

invasive processes (9). Tyrosine phosphorylation of the cadherin–catenin complex has been proposed 

as a mechanism that regulates the stability of cell–cell junctions (10). Interestingly, the cytoplasmic 

domain of VE-cadherin contains nine tyrosine that represent potential target sites for tyrosine kinases. 

VE-cadherin tyrosine phosphorylation has been reported in ECs under several conditions including 

stimulation by VEGF. The non-receptor tyrosine kinase of the Src family have an important role in these 

processes and Src was shown to be associated with VE-cadherin in vivo (11) and to induce 

phosphorylation at site Y685, which correspond to the consensus site  (LY685 AQV) which fits the 

YxxV/I/L motif, known for Src family kinases (12,13). In  attempt to determine whether human 

angiogenic tumor tissues have some phosphorylated VE-cadherin molecules in the capillary network, 

we have investigated glioblastoma because it is a highly  vascularized tumor (14, 6). We found that the 

phosphorylation  of the site of Y685 in VE-cadherin from human surgical tissues. Due to the importance 

of angiogenesis in cancer, it was crucial to determine the role of this tyrosine in VE-cadherin. For  that 

purpose, we developed a  knock-in mouse (KI) carrying a tyrosine-to phenylalanine point mutation of 

VE-cadherin Y685 (VE-Y685F) to  study the phenotype of the homozygous mice (15,16).  The single point 
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mutation on one amino acid is not lethal but the KI mice rather developed  oedema in organs subjected 

to hormonal regulation such as ovary and uterus (16). These results as well as other group data 

suggested that the Y685 was responsible of increased permeability (17). Our ultrastructural analysis of 

endothelial junctions of Y685F-VE-cadherin ovary showed an increase in the gap between two adjacent 

ECs, suggesting that mutation Y685F may cause nanomodifications in the structure of endothelial 

junctions that may be involved in their destabilization (15). Because VE-cadherin is also linked to the 

actin cytoskeleton, the impact of the mutation might  affect the binding of its intracytoplasmic partners 

including -catenin which role in cell-cell adhesion control has been well documented (18). In 

addition,-catenin can also translocate to the nucleus and acts a as a transcriptional activator (19). 

Given that VE-cadherin is exclusively expressed in ECs, it was reasonable to hypothesize that a single 

mutation in the protein would affect the anchoring of its binding partners including -catenin and thus 

modulate the  endothelial gene expression. In this present study, we explored the potential  

involvement  of the single  point mutation Y685F in VE-cadherin protein in gene expression  to get new 

insights in vascular remodeling and vessel stabilization. We have applied several complementary 

approaches including primary cell culture from 4-week-old mice, characterization of their angiogenic 

properties as well as their global transcriptomics profiles. Our results  demonstrate that among 

multiple genes that were modified by the EC mutant, an upregulation of the gene S1PR1 was found 

which has a  role in vessel stabilization. To investigate the molecular mechanisms driven by Y685F-VE-

cadherin  to regulate S1PR1 expression, we performed CHIP assay, immunoblotting and 

immunocytochemistry which unveils a novel  pathway in ECs, depending on intracellular signals leading 

to vessel stabilization. Hence, our findings provide new insights  in the role of a single tyrosine of VE-

cadherin which would participate in an endothelial-specific transcription program important for tumor 

vessels and therapeutic targets.  

 

MATERIAL AND METHODS 

Animals.  

Four-week-old male wild-type (WT) C57BL/6 mice and four-week-old male transgenic Y685F-VE-

cadherin (KI) C57BL/6 mice were used for the experiments and were generated as previously described 

(15). Mice were maintained in a conventional animal facility, on a 12-hour light/12-hour dark cycle. 

Food and water were available ad libitum. All procedures were carried out in compliance with the 

principles and guidelines established by the National Institute of Medical Research (INSERM) and 

approved by the Institutional by the Institutional Ethical Committee for animal experimentation 

(Comité d’Ethique).  
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Reagents.  

Reagents were purchased from several source: collagenase type I (10114532, Fisher Scientific), DMEM 

(4.5g/L Glucose) (11965092, Gibco), EGM-2 BulletKit (CC-3156 & CC-4176, Lonza). Pierce BCA dosage 

Assay kit (23225, ThermoFisher) was used for protein concentration of lung and  isolated ECs extracts. 

Protein G Sepharose 4B fast flow (P3296, Sigma Aldrich) was used for the Co-immunoprecipitation and 

ChIP assay. For RNA extraction Nucleospin® RNA (740955.50, Machery-Nagel) was used. For cDNA 

synthesis, 5x iScript Reaction Mix (1708890, Biorad) was used. For qPCR, SsoAdvanced Universal SYBR 

Green Supermix (1725270, Biorad) was purchased. For PCR, EconoTaq Plus Greeen (30033, Lucigen) 

was purchased. Mouse Angiogenesis array  kit was purchased at ARY015, R&D system for protein array. 

For Masson trichrome staining, a special kit (H15) and hematoxylin Gill (GHS332) and eosin (HT110232) 

were purchased at Sigma Aldrich. 

 

Antibodies.  

Commercially available antibodies were purchased from several sources: Antibodies used for the FACS: 

CD-31 (PE) antibodies were from Becton-Dickinson, CD45R (53-0452-82, Fisher scientific). For Miltenyi 

cell isolation: CD45 microbeads (130-052-301, Miltenyi), CD31 microbeads (130-097-418, Miltenyi)  

and MS Separate  column (130-042-201, Miltenyi) were used. Anti-VE-cadherin antibody (AF1002) and 

anti FOXF1 antibody (AF4798) were purchased from R&D system). Anti S1PR1 antibody was from 

(SAB4500687, Sigma-Aldrich). Anti-VEGFR2 antibody (sc-6251), anti-VEGF antibody (sc-7269), anti-Src 

antibody (sc-18), anti-VE-cadherin antibody (sc-19) were from Santa-Cruz. Anti-pY1175-VEGFR2 

antibody (D5B11), and anti -catenin antibody (9562) were purchased from Cell signaling. Anti-pY418-

Src (LF-PA20465) was from Ab Frontier. Anti-pY658-VE-cadherin antibody (44-1144G), and anti-pY731-

VE-cadherin antibody (441145G) were from Invitrogen. Cy3 Donkey anti-Goat (705-166-147) 

secondary antibody was from Jackson.  

 

Isolation of ECs. 

Fluorescent activated cell sorter (FACS). 4 week-old male mice were sacrificed and the lungs 

were immediately placed in cold sterile PBS (Ca-/Mg-). The tissues were shredded using scalpel into 

small pieces then transferred into a previously autoclaved Erlenmeyer flask containing collagenase 

type 1. Collagenase type I was prepared in DMEM at (3mg/mL).The digestion last 45 minutes at 37°C 

and every 15 minutes. The digestion was stopped by adding an equal volume of DMEM (4.5 g/L 

Glucose) with 20% fetal bovine serum. The cells suspension obtained was passed  through a  10 mL 

syringe with a 18G needle, then filtrated with the following filters: 100, 70µm and 40 µm diameter. 

After centrifugation for 5 minutes at 1200 rpm, the pellet was suspended in DMEM for cell counting. 

The solution was centrifuged again 5 min at 1200 rpm to resuspend the cell pellet at a cell 

concentration of 10X106 cells/mL in PBS(Ca+/Mg+) / BSA 2%. The cell suspension was distributed into 

separate falcon tubes for immunostaining: either with negative control, or with CD45-Alexa 488 

antibody, or with  CD31-PE  antibody. Following an incubation for 1 hour at 4°C in the dark under 

stirring every 10 minutes, the cells were washed with PBS (Ca+/Mg+)/BSA 2% and centrifuged 5 min at 

1200 rpm. 500µL of  DMEM without serum was added in each tube, filtrate and cells were collected in 
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DMEM with 20% FBS. The stained cells were washed twice, resuspended in PBS and analysed in a 

FACScaliber flow cytometer (Becton Dickinson). 

 

Miltenyi method. ECs  were prepared from lungs from 4 week-old male mice according to the 

manufacturer’s instructions. The cell suspension was then plated onto fibronectin-coated wells 

(300 000 cells per well) or cultured 5 days before experiments or used for RNA isolation. 

 

RNA preparation. Nucleospin® RNA kit was used according to the manufacturer instructions. RNA was 

eluted with 40µL of autoclaved distilled water. The purity of RNA was checked and quantified with a 

NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher, Massachusetts, USA). 

Reverse transcription of RNA to cDNA. The RNA isolated from the ECs was processed using 

iScript cDNA Synthesis Kit following the manufacturer’s instructions. The complete reaction mix was 

incubated in a thermal cycler in the following protocol: 5 minutes at 25°C, 20 minutes at 46°C and 1 

minute at 95°C. 

Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR). SsoAdvanced Universal SYBR Green 

Supermix was used for cDNA amplification  with different genes primers (see table S1) on the CFX96 

Real-Time PCR Detection System using the following conditions: 95°C 30 seconds/ 95°C 5 seconds; 60 

°C  15 seconds for 39 cycles, 95°C for 10 seconds, 65°C for 5 seconds and 65°c for 5 seconds.    

Polymerase Chain Reaction PCR. DNA were amplified with FOXF1 binding promoter primers 

(see table S1) and EconoTaq Plus Green according the following cycles: 3 minutes at 95°C, 34 cycles: 

95°C 15 seconds; 62°C 15 seconds; 72°C 20 seconds, 72°C 10 minutes. The samples were loaded onto 

the agarose gel for analysis. The relative level of RNA was normalized to housekeeping gene hprt1. 

Fold change was calculated using the 2( (−ΔΔCt) method) (20). 

   

Transcriptomic analysis.  

FACS method was used  to isolate  ECs  and were sent in liquid nitrogen to GENEWIZ  (Genomics 

European Headquarters Bahnhofstr. 8 04158 Leipzig Germany). Total RNA was extracted using Qiagen 

RNeasy Mini kit following manufacturer’s instructions (Qiagen, Hilden, Germany). RNA samples were 

quantified using Qubit 4.0 Fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) and RNA integrity was 

checked with RNA Kit on Agilent 5300 Fragment Analyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). 

RNA sequencing libraries were prepared using the NEBNext Ultra RNA Library Prep Kit for Illumina 

following manufacturer’s instructions (NEB, Ipswich, MA, USA). Briefly, mRNAs were first enriched with 

Oligo(dT) beads. Enriched mRNAs were fragmented for 15 minutes at 94 °C. First strand and second 

strand cDNAs were subsequently synthesized. cDNA fragments were end repaired and adenylated at 

3’ends, and universal adapters were ligated to cDNA fragments, followed by index addition and library 

enrichment by limited-cycle PCR. Sequencing libraries were validated using NGS Kit on the Agilent 5300 

Fragment Analyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), and quantified by using Qubit 4.0 

Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA).  



 

86 

The sequencing libraries were multiplexed and loaded on the flowcell on the Illumina NovaSeq 6000 

instrument according to manufacturer’s instructions. The samples were sequenced using a 2x150 Pair-

End (PE) configuration v1.5. Image analysis and base calling were conducted by the NovaSeq Control 

Software (NCS). Raw sequence data (.bcl files) generated from Illumina NovaSeq was converted into 

fastq files and de-multiplexed using Illumina bcl2fastq program version 2.20. One mismatch was 

allowed for index sequence identification. After investigating the quality of the raw data, sequence 

reads were trimmed to remove possible adapter sequences and nucleotides with poor quality using 

Trimmomatic v.0.36. The trimmed reads were mapped to the mouse reference genome available on 

ENSEMBL using the STAR aligner v.2.5.2b. BAM files were generated as a result of this step. Unique 

gene hit counts were calculated by using feature Counts from the Subread package v.1.5.2. Only unique 

reads that fell within exon regions were counted. After extraction of gene hit counts, the gene hit 

counts table was used for downstream differential expression analysis. Using DESeq2, a comparison of 

gene expression between the groups of samples was performed. The Wald test was used to generate 

P values and Log2 fold changes. Genes with adjusted P values < 0.05 and absolute log2 fold changes 

>1 were called as differentially expressed genes for each comparison. Gene ontology analysis was 

performed on the statistically significant set of genes by implementing the software GeneSCF. The 

goa_Mus musculus GO list was used to cluster the set of genes based on their biological process and 

determine their statistical significance. A PCA analysis was performed using the "plotPCA" function 

within the DESeq2 R package. The plot shows the samples in a 2D plane spanned by their first two 

principal components. The top 500 genes, selected by highest row variance, were used to generate the 

plot. The  functional enrichment analysis was performed based on the "Biological Process" ontologies 

from the Gene Ontology database (GO.db R package version 3.16.0). ORA and GSEA were computed 

using the Bioconductor/R package clusterProfiler (version 4.6.0). Gene sets with a corrected p-value 

(Benjamini-Hochberg correction method) < 0.05 were considered significant. Protein-protein networks 

were built using the STRING-DB web software (https://string-db.org/) using significant DEGs found in 

cell-cell adhesion or angiogenesis ontologies. Statistical analysis were performed using R (version 

4.2.2). 

Endothelial assays. 

Migration.  

The freshly isolated ECs were immediately seeded at 200 000 cells / well in 96 well plates pre-coated 

with fibronectin and grown to confluency in the EGM-2 medium. The cells were washed with PBS 

(Ca+/Mg+) and the scratch was performed with the Incucyte® Cell Migration Kit according to the 

manufacturer’s instructions (Sartorius)(21). After washing twice with PBS (Ca+/Mg+), the media 

DMEM/1.5% FBS was added. The recording time course of cell migration was  for 20h in the Incucyte 

Zoom live-cell analysis system (Sartorius) and the analysis of the gap area of the wound was performed 

by the Incucyte Basic Analyzer software.  

 

3D fibrin beads gel assay in vitro.  

3D fibrin gel bead assay was performed as described previously (21). Briefly, the ECs were mixed with 

Cytodex 3 microcarrier beads (800 ECs per bead) and incubated at 37 °C. Gentle agitation was 

performed every 20 min for 4 h to allow cell adherence to the bead surface. Then beads were 

https://string-db.org/
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transferred into a 25cm² flask in 5 mL of EGM-2 medium overnight. After  24h, the coated beads ( 5̴00 

beads/mL) were resuspended in a fibrinogen solution (2.5mg/mL), containing aprotinin (1µg/mL) and 

VEGF (10ng/mL). Thrombin (10U/mL) was further added to induce fibrinogen polymerization for 15 

min at 37 °C. The cells were incubated in EGM-2 supplemented with angiopoietin 1 (250µg/mL), HGF 

(100ng/mL), IGFBP3(50ng/mL), VEGF (20ng/mL), PDGF (10ng/mL), EGF (100ng/mL) for 4 days (21). 

Images were obtained using the Axioobserver Z1 Zeiss. Quantification of morphometrical parameters 

of the capillary network was performed using a program developed for the Image J software (22). This 

plugin is an extension of the “Angiogenesis Analyzer” for Image J written in the macro language of 

Image J. Representative parameters measured were number of anchorage per junctions, number of 

junctions, total master segments and number of meshes per beads.  

 

Adhesion.  

Isolated ECs were plated onto fibronectin-precoated-96 well-plates in EGM-2 (1500 cells/well) (21). 

After 30  min  of incubation, the cells were washed with PBS, fixed with PFA 4% and permeabilized with 

0.2% Triton X100 for 20 minutes at room temperature. The nuclei were stained with Hoescht (1/400) 

for 5 minutes in PBS. After 3 washes with PBS, the cells were imaged with the Axio-observer Z1  Zeiss 

software at the magnification of X5. The nuclei were counted with Image-J software (NIH, Bethesda, 

MD).  

 

Proliferation.  

Isolated ECs were plated onto fibronectin-precoated-96 well-plates in EGM-2 and  the proliferation 

assay was performed for 60 hours in the Incucyte proliferation assay according to (21) (Sartorius). The 

analysis of the cell proliferation was performed by the Incucyte Basic Analyzer software. 

 

Sub-cellular EC fractionation.  

ECs were lysed in 5mM HEPES/NaOH pH 8.0, 85mM KCL, 0.5% NP-40 and leupeptin (10µg/mL), Na3VO4 

(2mM) lysis buffer, and incubated 10 minutes on ice. The cell solution was centrifuged for 5 min at 

3900 g at 4°C and the pellet was lysed with nuclear lysis buffer (50mM Tris/HCL pH 8.1, 300mM NaCl, 

10mM EDTA, 1% SDS, leupeptin (10µg/mL), Na3VO4 (2mM)) and incubated 10 minutes on ice. Nuclear 

extracts were obtained by sonication (30 seconds on, 30 seconds off mode for 10 minutes) followed 

by centrifugation at 20,000xg for 10 min at 4°C. The supernatant was collected as the nuclei fraction. 

 

Immunofluorescence. 

Immunofluorescence was performed according to (6). Analysis of VE-cadherin Immunostaining. VE-

cadherin signal and nuclei were segmented by first denoising images with a Gaussian filter (σ = 1), and 

then denoised images were thresholded with the triangle algorithm. The mean of VE-cadherin signal 

was computed over its segmentation mask, and the total area of nuclei was computed from Hoescht 

channel mask. In order to obtain an invariant measure of VE-cadherin signal regarding to both cell 

number and cell size, the mean VE-cadherin was divided by the total area of nuclei (20).  
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Chromatin immunoprecipitation assay (ChIP) was performed according to the protocol kindly 

provided by Dr Marco Saponaro.  

 

Lungs histochemistry.  

Lungs were inflated to full capacity and fixed by intratracheal instillation of formalin 10% (1 mL), 

transferred in ethanol 90% 2 hours at room temperature, then in ethanol 100% 3 hours still at room 

temperature. After 4 times in methylcyclohexane for 45 minutes at room temperature, the lungs were 

placed in paraffin/methylcyclohexane (1:1) at 60°C for 24 hours. and into fresh paraffin every day for 

4 days, and  dried at room temperature. Sagittal sections of 5 μm were cut from paraffin embedded 

lungs and kept at 60°C for an hour, then stained with Harris’s hematoxylin/eosin or Masson’s trichrome 

stain according to (15).  

 

Lung  morphometry.  

Pulmonary arteries from 4 week-old mice (4 WT and 4 KI) were analyzed as previously described (23). 

Measurements of the vessel number were taken for each slide corresponding to each mouse lung.  

Only vessels of luminal diameter between 50-150µm were selected for analysis.  Image J was used for 

measurement of total vessel area (µm²), luminal area (µm²), and inner circumference (µm). Medial 

area (µm2) was calculated as the difference between total and luminal areas. Standard medial 

thickness (µm) was calculated as the ratio of medial area to inner circumference (23). 

 

Western blot  and immunoprecipitation.  

Protein extracts from lung and isolated ECs were analyzed by Western blot analysis as previously 

described (14). The antibodies used in the present study were: VE-cadherin (AF1002) (1/500), pY731VE-

cadherin (1/500), pY658VE-cadherin (1/500), pY416Src (1/1000), Src (1/500), -catenin (1/1000), VEGFR2 

(1/500), pY1173VEGFR2 (1/500), VEGFA (1/500), S1PR1 (1/250). Protein expression was normalized with 

actin or vinculin expression level as indicated. The results are presented as mean ± SEM.  

For immunoprecipitation, 100g of proteins were incubated with 1µg of VE-cadherin antibody (sc-19) 

overnight. Then the samples were incubated with protein G Sepharose for 3 hours, then washed run 

onto SDS-PAGE 10%. The proteins were then transferred onto a 0.45μm nitrocellulose membrane. 

Membranes were blocked with milk, incubated with primary antibodies and corresponding HRP-

conjugated secondary antibodies. Immunoreactive proteins were visualized by Bio-Rad ChemiDoc™ 

with ECL reagent (Bio-Rad Laboratories) and were quantified using densitometry with Image-J software 

(NIH, Bethesda, MD).  

 

Broncho-alveolar lavage (BAL) and Angiogenesis protein array.  

Using a 5-mL syringe, 1 mL of PBS with protease and phosphatase inhibitor was injected slowly into a 

cannula connected to the mice larynx. The BALF was collected by slowly drawing the injected PBS back 
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into the syringe and was place in a 2-mL microfuge tube and place it on ice until BAL samples from all 

mice are collected. When all were collected, after a centrifugation for 5 min at 1000g, the  supernatants 

were collected and concentrated on Amicon Ultra-2 - Ultracel-10 membrane, 10 kDa. Protein 

concentrations was determined using the Micro BCA  Protein Assay Kit. Analyzis was performed  using 

the Angiogenesis assay according the manufacturer’s instructions (4 membranes). Immunoreactive 

proteins were visualized by Bio-Rad ChemiDoc™ with ECL reagent (Bio-Rad Laboratories) and were 

quantified using densitometry with Image-J software (NIH, Bethesda, MD).  

  

Statistical analysis.  

At least three to five mice per group were used in each set of experiments. The experiments were 

performed at least three times under identical conditions with comparable results. Data are 

represented as individual values plus plus means ± SD.  The sample size, what each “n” represents, the 

statistical tests used and the result of the statistical test are indicated in each respective figure legend. 

Statistical analyses were performed using Prism v8.0 (GraphPad) software. Differences between two 

different groups were analyzed by unpaired Student’s t-test. A probability value <0.05 indicated by an 

asterisk* showed a significant difference between 2 groups. Non significant difference was indicated 

by ns. For immunostaining and immunofluorescence images, assessment of the differences were 

performed using boxplot and scatter plot in R along with Kruskal-Wallis rank sum test and chi-square 

test to determine the p-value. 

 

RESULTS 

 

Transcriptome of ECs from lungs of WT and KI mice 

In the present study, we report the comprehensive transcriptome profiling of lung ECs from early 

young adult mice carrying the single point mutation Y685F VE-cadherin and unveil cellular dynamics and 

molecular features associated with cell-cell adhesion and angiogenesis. Lung purified ECs contained 

endothelial cell–specific mRNAs but not those encoding epithelial or fibroblast markers (Fig S1 and 

supplementary results). The RNA extracted from the cells was subjected to Next Generation 

Sequencing analysis (RNA-seq), and the resulting reads were aligned along 94,818 transcripts of the 

mouse genome (Fig. 1A). The global transcriptional changes across the two groups was visualized by a 

Volcano plot where the log fold change of each gene is represented (x-axis) in function of (-log10) of 

its adjusted p-value (y-axis).  Genes with a corrected p-value less than 0.05 and a absolute log2(Fold 

change) > 1 are indicated by red dots. 884 genes were differentially expressed between ECs from KI 

mice and WT with 766 genes downregulated and 118 genes upregulated in ECs from KI mice. The top 

10 of the Biological Processes (BPs) from the Gene Ontology database were related to cell-cell adhesion 

and angiogenesis included the vascular development and blood vessel morphogenesis which are the 

most deregulated functions linked to the endothelial characteristics. The top 30 differentially 
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expressed genes  based on the corrected p-values sorted by the averaged expression value across 

samples are illustrated in Fig. 1B. The reproducibility among biological triplicates demonstrate the 

fidelity of the identification, isolation, and profiling of lung-specific ECs. Among the top 30 DEGs, genes 

encoding for transmembrane receptors such as IL9r, S1pr1, gpr68, Cxcr3V were up-regulated, whereas 

genes encoding for protein phosphatase Ptprd or enzymes involved in anions transport (Scl36a2, 

Scl38a5,Scn3a) and lipid metabolism (Lrat, Dpep1, Scube) were  downregulated (Fig1C).  

Several examples of genes were found to be downregulated in the KI such as, Apln 

(encodes for apelin), Slit2 (encodes for Slit homolog 2 protein), Robo4 (for Roundabout 

homolog 4), Egfl7 (encodes Epidermal growth factor-like protein 7), Mmrn2 (encodes for 

Multimerin-2), Ccbe1 (for Collagen and calcium-binding EGF domain-containing protein 1), Kdr 

(encodes for VEGFR2), Ecscr (for Endothelial cell-specific chemotaxis regulator), Mmp2 (for 

type IV collagenase). These genes were involved in the positive balance of angiogenesis and 

were down regulated in the KI mice (23-32). Among  the  other  family of genes involved in the 

cell adhesion, several were known to influence EC-matrix interaction,  including Igsf5 (for 

Immunoglobulin superfamily member 5)  (33,34) ,  Vcam1 (for Vascular cell adhesion protein 

1)(35), Jam2 (for Junctional adhesion molecule B) (36), Lamb1 (laminin β1)(37). These  genes 

were downregulated in the KI ECs. The inhibition of their expression was reported to be in 

favor of a better cell attachment to ECM which corroborates with our previous results on EC 

adhesion. In contrast, the genes Jag1 (Jagged 1) (38), Spock2 (sparc/osteonectin, cwcv and 

kazal-like domains proteoglycan 2) (39) and Itga5 (Integrin Subunit Alpha)(40) were 

upregulated in the KI. Another interesting function affected by the mutation of  VE-cadherin 

is the vascular permeability since the site Y685 plays a key role in this process. The most 

important genes  that  were up-regulated in KI  mice and related to permeability were Slit2, 

Bmp6 (bone morphogenetic protein 6) (41, 42), Ramp2 (receptor activity modifying protein 2) 

(43) while Plec (plectin) (44). The former was a gene coding for one of the major cytoskeletal 

linker protein that primarily binds to intermediate filament.  

Using the STRING database to retrieve interactions between DEGs identified from 

RNAseq, a network of interacting proteins/genes was established to examine cluster 

coalescence. Cluster analysis revealed that the largest  protein-protein interaction (PPI)  was 

in the process of adhesion  and  angiogenesis. S1PR1 and  KDR were found to interact  each 

other and Cdh5 interacts with KDR in cell-cell adhesion and angiogenesis protein-protein 
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networks (Fig.S2 A,B). These data suggested that the gene expressions encoded by VE-

cadherin mutation are involved in the main signaling pathway leading ECs to abnormal cell-

adhesion and angiogenesis. 

Comparison of angiogenic properties of isolated ECs from WT and KI mice. 

 The lung provides unique growth conditions for angiogenesis because of its oxygen‐rich 

environment. Moreover, the basal  expression of VEGF plays a central role in the life and death of 

pulmonary vascular ECs (4). Thus, we wondered whether the ECs from mutated mice exhibited 

different properties compared to WT involved in the angiogenic processes. We next studied in vitro 

assays for sprouting angiogenesis properties in which isolated ECs WT and KI coated on beads were 

allowed to sprout into fibrin gel. After 4 days, KI ECs and WT ECs elicited different angiogenic responses 

(Fig. 2). Thanks to an automated powerful quantification method, we demonstrated the changes in the 

morphometrical parameters of the neovessels formed in the fibrin matrix. Parameters chosen to our 

study were summarized in Table 1: number of junctions per bead which is a sign of pseudo-vessels 

complexity, number of anchorage junctions per bead which  reflect  the sprouting capacity, total 

master segment length per bead, which is associated with the ECs elongation, the development of the 

pseudo-capillaries capacity, and number of meshes per bead for studying the capacity to establish 

mesh network. All of these properties were  significantly decreased in KI ECs as compared to the WT 

ECs.   

Table 1: Vectorial objects characterized and quantified by the software analysis for the WT and KI ECs 

       
Vectorial element Short definition WT (mean) ± 

SEM 

KI (mean) ±  

SEM 

p-

value 

 
Anchorage Junction Junction linking a Branch or a Master Segment to a Sphere limit 5.46 ± 0.25 3.9 ±   0.30 0.0001 

 
Junction Group of Nodes forming a bifurcation 3.18 ± 0.35 2.19 ±  0.58 0.0009 

 Total Master Segment length Sum of length of binary lines remaining after removal of branches 

 

234.96 ± 26.31 167.33 ± 46.12 0.0007 

 
Meshes Area enclosed by Master Segments, or Master Segments and Sphere limits  1.045 ±  0.119 0.647 ± 0.15 0.01 

 

Vascular ECs are critical to this process, since angiogenesis occurs via migration of ECs from pre-existing 

vessels, endothelial cell movement and proliferation (45). Therefore, we investigated the impact of 

mutated VE-cadherin on EC migration as it is one of EC functions which involves the dynamic and the 

interaction between ECs and VE-cadherin (46). The cell culture wound closure assay is one of the basic 

readouts for characterizing the migratory activity of cells (47). The isolated primary ECs from lung were 

submitted to wound closure assay using the WoundMaker to create 96 homogeneous scratches in 
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each microplate well. The wound healing was visualized in real time using the IncuCyte ZOOM™ and 

imaged over 8 h time period.  As a  result, the analysis of  the lateral scratch wound showed a significant 

difference in the migratory  rate of  ECs from KI (22.45% ± 5.207) as compared to WT (13.24%  ±  5.17) 

(p-value=0.034) after 20 hours suggesting that the mutant ECs migrate slower than the WT ones (Fig. 

3A,B). Thus, the wound assay and the fibrin beads assay strongly suggest that the ECs from lungs of 

the KI mice had  significant differences  in their migratory properties. 

 Next,  because  the rate limiting step for ECs to start to form a monolayer from blood vessel is 

the initial adhesion to the extracellular matrix, we  assessed cell adhesion for the  ECs  of the two 

genotypes (48). Thus, we used fibronectin which is the most classical exogenous substrate for ECs as it 

represents the classical adhesion-promoting  protein. Briefly, the ECs were seeded (1500 cells/well) 

onto fibronectin-coated plates and incubated for 30 min at 37°C. At the end of the incubation time, 

the nuclei were staining with Hoescht and counted (49). As a result, the interaction with fibronectin 

was significantly higher (37.625 ± 9.23) in KI than in WT (26.8 ± 3.258, p-value=0.012) (Fig. 3C).  This 

data suggest that the ECs from KI mice formed the first few bonds during initial cell-substrate contact 

much faster than the ECs from WT mice. 

 We next wondered whether VE-cadherin mutant could affect EC proliferation as VE-cadherin 

was described to act as a negative regulator of EC proliferation (50,51). To test this hypothesis, the ECs 

from both genotypes were plated in 96 well-plates and the proliferation was followed for up to 60h. 

As a result, the ECs from WT mice started to proliferate between 40 to 60h, while the ECs from the 

mutant mice remained at a constant rate over the time period tested (WT 141.85 ± 32.52 vs KI 70.66 

± 14.86, p=0.040 for 50h; WT 165.71 ± 34.14 vs KI 75.22 ± 24.25, p=0.037 for 60h) (Fig 3D). This result 

is consistent with our previous results showing that ECs from mutant mice are more adherent to the 

external substrate.  

Finally,  VE-cadherin assembly into cell-cell junctions was then investigated in lung ECs from WT and KI 

mice in culture. Analysis of intensity of the immunostaining of VE-cadherin area at the membrane 

showed a significant highest labeling  in the KI ECs (KI 189.7 ±  21.06)   as compared to WT ECs (WT 100 

± 6.52) (p-value 0.0001) (Fig. 3 E,F). 

Collectively, these results strongly suggest a powerful effect of the mutation of VE-cadherin on gene 

expressions as well as on EC features in the field of cell-cell adhesion and angiogenesis. 

 

The binding of -catenin to VE-cadherin is decreased in KI ECs 
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In order to determine how VE-cadherin mutation was involved in these processes,  we 

wondered whether the association beta-catenin/VE-cadherin mutant was affected. We thus 

performed an immunoprecipitation of VE-cadherin antibody and immunoblotted with the antibody to 

beta-catenin from lung lysates from WT and KI mice. While beta-catenin was detected in each 

immunoprecipitate, a significant decrease in the interaction between mutated VE-cadherin and beta-

catenin was found in KI mice (0.798  ± 0.098) compared  to  WT  (1.136  ±  0.092) (p-value=0.0369) (Fig. 

4A).  In agreement with previous data (52), we confirmed that some beta-catenin molecules were 

removed from the VE-cadherin complex of adherens junctions. Knowing beta-catenin as a key role in 

the gene regulation (19), we investigated whether it could be delocalized into the nucleus in KI ECs. 

Therefore, we performed a sub-cellular fractionation and demonstrated an increase of beta-catenin in 

the nuclear fraction of KI lung  (1.11 ±  0.14) compared with WT (0.69 ± 0.10) (p-value=0.040) (Fig. 4B). 

Thus, VE-cadherin mutant is associated to a lesser extent  with -catenin which translocated to the 

nucleus. 

 

S1PR1 is a direct transcriptional target of the  FOXF1 in lung ECs from KI mice compared to WT . 

 The regulation of-catenin activity depends on its subcellular localization. In the nucleus, -

catenin interacts preferentially with LEF/TCF transcription factor leading to increase in transcriptional 

activity (19). In  ECs from the lungs quiescent adult organ, the transcription factor forkhead box F1 

(FOXF1) is highly expressed and the literature reports that FOXF1 deficiency is associated with a 

decreased in S1pr1 expression in vivo and in vitro (53-55). Our transcriptomic data pointed to S1PR1 

as the gene specifically upregulated in the mutant mice  compared to the WT. Therefore, we wondered 

whether FOXF1 was involved in this process (53). We thus analyzed whether FOXF1 directly regulate 

S1pr1 promoter in both mice genotypes. There are four potential FOXF1 binding sites that were 

identified in the −6.0-kb promoter region of the mouse S1pr1 gene. It was shown in the literature that 

FOXF1 specifically bind to the −3880/−3876–base pair (bp) and −5141/−4815-bp regions of the S1pr1 

promoter (54) (Fig. 4C). Using a chromatin immunoprecipitation assay (CHIP) from mouse lung nuclei 

extracts  from KI and  WT to determine whether FOXF1 protein could physically bind to S1pr1 

promoter. We chosen the −5141/−4815-bp DNA fragment to perform RT-qPCR with primers (see table 

Supplementary 1) designed to capture the FOXF1-binding site near the transcription start site of 

the S1pr1 promoter. EconoTaq Plus Green according the following cycles: 3 minutes at 95°C, 34 cycles: 

95°C 15 seconds; 62°C 15 seconds; 72°C 20 seconds, 72°C 10 minutes.  The DNA concentration was 

measured and the same amount of DNA (400ng) were loaded on the agarose gel for analysis. FOXF1 

cross-linked protein/DNA complexes were immunoprecipitated with rabbit anti-FOXF1 (Fig. 4D). We 

have clearly identified that the FOXF1 protein directly bound to S1PR1 promoter in ECs of  both 
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genotypes with a significant seven fold increase in ECs from KI as compared to ECs from WT (fold-

change of 7 ± 1.76 , p-value=0.023)  (Fig. 4E). The binding specificity was further confirmed by 

immunoblot  of FOXF1 in the CHIP samples (data not shown). These data suggest a direct 

transcriptional regulation of S1PR1 by FOXF1 in EC from KI mice. Analysis of the S1PR1 RNA and protein 

were further confirmed.  Subsequent real-time PCR confirmed the above findings and showed a 

significant induction of S1PR1 mRNA expression, with an average fold change of 3.26 ± 0.310 (p-

value=0.011) (Fig. 4F,G). When normalized to the level of β-actin, immunoblotting analysis showed a 

four-fold increased (p-value=0.034) of the S1PR1 protein in the KI mice compared to WT.  

 Therefore, it was concluded that the point mutation of VE-cadherin impaired beta-catenin binding 

leading to its translocation to nucleus and activation via FOXF1 of S1PR1 mRNA and protein . 

 

Mutated VE-cadherin downregulates VEGFR2 independently of VEGF.  

Previous studies have described that the loss of S1PR1 in ECs induced vessel hyper-sprouting 

in the retina due to an increase in VEGFR2 activity (56). Therefore, we wondered whether the 

expression of VEGFR2 both at transcriptional and at the protein level was modified by VE-cadherin 

mutation. As a result, the relative expression of VEGFR2 mRNA was found to be decrease by 50% in 

the KI mouse vs the WT (p-value= 0.012). When normalized to actin, the protein expression of VEGFR2 

was also decreased (p-value=0.02) (Fig 5A) as well as the phosphorylation of VEGFR2 at site Y1173  (KI:  

0.53 ± 0.23 vs WT  1.71 ±  0.10;  p–value= 0.009). In agreement with RT-PCR experiments and protein 

analysis,  this data confirmed that a partially loss of VEGFR2  in the KI mice  than in WT  (Fig. 5B). 

Hence, we wanted to verify whether this VEGFR2 modification was related to the VEGFA level. Protein 

analysis was performed by Western blotting by use of an antibody that recognized the isoform 165 as 

a  23-kDa protein. No commercial antibody was available to detect  specifically  the  188  isoform.  Thus,  

in  our hands, we found a 23-kDa protein as well as the 46 kDa present in the same amount in the lung 

extracts of the two genotypes (Fig. 5C). Altogether, these results suggested that VEGFR2 was inhibited 

both at a transcriptional  and protein level in the KI model without  any change in  VEGF expression. In 

contrast to the results previous published in the angiogenesis in the retina (56), the surexpression of 

S1PR1  in EC from adult KI lung  showed a reduced VEGFR2 expression which is in agreement with the  

modification of the angiogenic features of EC isolated from KI as compared  to WT. 
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VE-cadherin mutant is phosphorylated at site Y
731

 and is associated with active Src   

To further  explore the mechanisms involved in the binding of -catenin to mutated VE-

cadherin, we determined the sites of phosphorylation in both genotypes by immunoblotting with the 

anti-pY658 VE-cadherin antibody and the anti-pY731 VE-cadherin antibody (52). While no significant 

difference was found in pY658VE-cadherin between KI ( 0.38 ± 0.059) and WT  (WT 0.553 ± 0.2) (p-

value= 0.45) (Fig 6A), the site Y731 was significantly more phosphorylated in KI (1.48 ± 0.14) compared 

WT (WT 0.82± 0.13), (p-value=0.041) (Fig. 6B). This result demonstrates that in both genotypes VE-

cadherin is phosphorylated in lung in vivo which is in agreement with our previous published data (11). 

Thus the phosphorylation of the site Y731 will impaired the binding of mutated VE-cadherin to -

catenin (52).  In order to determine the kinases involved in that processes, we analyzed the presence 

of activated Src in both ECs types as it was described to be a good regulator of tyrosine phosphorylated 

sites of VE-cadherin. Using immunoblotting with the antipY418-Src antibody from ECs lysates  from WT 

and KI mice, we demonstrated that the level of activated c-Src was largely increased in the ECs from KI  

compared WT  (KI 1.29 ±  0.09 vs WT 0.77 ±  0.07, p-value= 0.02)(Fig. 6C). Moreover, it  was found that 

pY418-Src signal was significantly prominent in VE-cadherin immunoprecipitates from the KI mice (0.60 

± 0.035), (p-value=0.0269) and to a lesser extent in WT (0.35 ± 0.0643) (Fig. 6D). These findings 

confirmed our previously published data (11) and suggest that the VE-cadherin mutant is 

phosphorylated at site 731, and maintains Src at the EC junctions to exert its activity on junctional 

components.  

 

EC mutation induced vascular alterations  of lungs  

    To evaluate the functional involvement of   S1PR1-induced EC barrier enhancement,  

 Based on our transcriptomic data from ECs derived from lung mice, we wondered whether S1PR1 

could affect the morphology of lung vessels. Histological examination of lung  sections confirmed  a  

strong  decrease in KI vessel number  (n=287) as compared to WT (n=411)  (p-value=0.036) (Fig. 7A,B). 

A significant increase (2.06 fold) in the ratio of medial area to luminal area of pulmonary arteries of 

similar diameter (75-150µm) was noticed in the KI mice (WT 1.49  0.065 versus KI 2.99  0.506, p-

value=0.000013) (Fig7C). Besides, the lumen area was significantly narrower in the KI mice (WT 

5550.23 m2  203 versus KI 4864.7 m2    280; p-value= 0.0098) (data not shown). Moreover, the 

standard medial thickness of pulmonary arteries was calculated as the ratio of medial area to inner 

circumference. It was higher in the KI 41.39  6.48 (n=81) versus 26.87 1.082 (n=55) for WT (p-

value=0.0049 ) (Fig. 7D). Finally, the ratio of the medial area to total area was higher in the KI 
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0.660.011 versus 0.580.01 for the WT (p-value= 0.0000047) (data not shown). Altogether, these 

results regarding the morphometric analysis of lung vessels from WT and KI mice suggested that the 

mutation had an important role in the vascular structure of arteries.  

Because the pulmonary arterial wall comprises collagen, we attempt to detect any deposition 

of collagen in KI as compared to WT. The immunohistochemical visualization of collagen  fibers  

and morphometric analysis demonstrated a significant reduction around the walls of small 

pulmonary arteries in KI  lung (mean 70039.02 ± 3142)  as compared to WT (mean 53206 ± 

3383.2852) (p-value 0.0008) (Fig. 7E,F).  These findings are in agreement with the active  

participation of ECs to transport not only of water and small solutes but also of 

macromolecules between blood and tissues. Accordingly, we next determine whether any 

changes in the protein composition in the bronchoalveolar lavage (BAL) in WT and KI mice 

using a “Mouse Angiogenesis antibody Array” which is sensitive technique. Among 53 

immunoreactive proteins that could be detected with this array,  three proteins exhibited a 

significant increase in KI such as DLL4 (fold increase 2.38), known as inhibiting EC proliferation 

and vascular sprouting (57), insulin-like growth factor-binding protein 2 (IGFB2) (fold increase 

1.31) contribute to the fibrogenic process (58) and osteopontin (fold increase 1.58) which is a 

member of small integrin-binding ligand (59) (Fig.7G). Statistical analysis showed that only 

osteopontin exhibited a significantly higher level in the KI mice as compared to WT (Fig. 7H). 

These results are in agreement with the measurement of the protein concentration in the BAL 

fluid and the edema formation which were found to be unchanged in both genotypes (Fig.S3). 

Taken together, these data suggested that the mutated VE-cadherin induced vascular 

alterations  of lung vessels, with less fibrosis and no edema. 
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DISCUSSION 

 

VE-cadherin is well known as the major regulator of endothelium integrity  and we found the 

protein highly phosphorylated on Y685 in human glioblastoma compared to normal tissue (6). Knowing 

the  importance of the angiogenesis in cerebral tumoral tissues,  we have previously published a 

tyrosine-->phenylalanine (Y-->F) point mutation (Y685F) within the cytoplasmic domain of VE-cadherin 

in a mouse to get insights in  tyrosine phosphorylation of interendothelial junctions (15). We  took 

advantage of this mouse model to analyze the global profiling of transcript (transcriptomics) based on 

our central hypothesis that beta-catenin will no longer bind to mutated VE-cadherin and will 

translocate to the nucleus, where it acts a as a transcriptional activator (19). Our data demonstrate for 

the first time that a single point mutation in VE-cadherin cytoplasmic domain (Y685F) deregulated the 

gene expressions in lung ECs (15). It  is noteworthy that the site of phosphorylation Y685 fited the 

YxxV/I/L motif  which was a consensus sequence for Src family kinases (12,13). 

 

PROPERTIES OF ECs:  

First of all, we  isolated ECs from lung as VE-cadherin expression in the lung was greater than in other 

tissues (11). The vascularization of the lungs is mostly composed of capillary ECs  which is a significant 

component of the alveolar-capillary membrane, a thin tissue barrier responsible for gas exchange 

between alveolar air and the pulmonary circulation (1,60,61).  ECs from both mice exhibited a high 

level of VE-cadherin as determined by RT-PCR and immunofluorescence which is in agreement with 

our previously published data indicating that in KI mice, VE-cadherin was expressed to the same extent 

than in WT animals (15). To further characterize the ECs from lung, we determined their angiogenic 

functions. We demonstrated that the EC from KI had a slower rate of migration, both in  the wound 

assay and in the fibrin beads assay, but they exhibited  increased adhesion properties to extracellular 

matrix  likely through integrin receptors (49). Cadherin-mediated adhesion also directly initiates both 

mechanical and biochemical signals known to affect focal adhesion formation. The focal adhesion 

kinase (FAK) is a tyrosine kinase that is involved in the assembly of focal adhesions and thereby 

promotes cell spreading on the extracellular matrix and its autophosphorylation site reflects its activity 

(62). Whether or not FAK is phosphorylated at site Y397 is still under investigation. Taken together, the 

single mutation of VE-cadherin demonstrate that the pulmonary ECs harboured significant structural 

modifications specifically involved in angiogenesis.  
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TRANSCRIPTOMIC ANALYSIS: 

To obtain a deeper understanding of the mutation of VE-cadherin on the  endothelium, we 

took the opportunity  of this mouse model to perform for the first time a transcriptomic study of lung 

ECs from 4 weeks-old male mice. Diversity in EC functions have been recognized for decades (63,64). 

Because VE-cadherin is expressed in all the ECs, the RNA-seq analysis might be different depending in 

the organs. Accordingly, it is interesting to note that more than 800 genes were modified in lung which 

was not the  case for the kidney (not shown). In agreement with this, it might be part of the specificity 

of the lung endothelium functions that are altered in lung diseases such as acute respiratory distress 

syndrome (ARDS), pulmonary fibrosis (PF), and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) 

although to different degrees, indicating disease-specific mechanisms. In normal physiological 

conditions, ECs modulate vascular tone, provide barrier integrity, and regulate the entry of immune 

cells and circulating inflammatory mediators. Endothelial cell-cell junctions maintain the integrity of 

the pulmonary barrier and mutation at a single tyrosine site of VE-cadherin is inert to activate a specific 

cellular response, and gene expressions. Several studies have been reported using knock-in mice in 

which the cytoplasmic tyrosine of a receptor has been replaced with phenylalanine (65). Hence, further 

studies will be needed to understand how these gene expressions can be modified “only” by the 

mutation of one tyrosine in VE-cadherin as it is rare that the substitution of a single tyrosine causes 

such changes.  

The most specific endothelial transcription program that we found was related to cell adhesion 

and angiogenesis. Our data were coherent with gene expression profiles which revealed a panel of 

differentially  expressed cell adhesion molecules that contribute to enhanced cell–cell adhesion in 

microvascular cells (65). Several evidences have established  that the pulmonary microvascular 

endothelium is much less permeable than in other organs (66,67). Cultured rat pulmonary 

microvascular ECs demonstrate reduced basal and inflammatory-mediated permeability to solutes. 

The retention of site-specific differences in permeability in multiply passaged ECs might explain these 

differences. Pulmonary micro- and macrovascular ECs demonstrate significant cell type–specific 

differences in DNA methylation pattern. In contrast,  ECs in the bronchial vasculature are more leaky, 

are more responsive to inflammation, and have a far greater capacity for angiogenesis compared with 

ECs from the pulmonary vasculature (68,69). 

Within the sets of genes found to be upregulated in the KI mice,  we focused on S1PR1 as VE-

cadherin was shown to be a target of S1P  in cultured ECs (70). In addition, S1PR1 was described to 

inhibit VEGF-dependent vascular sprouting by a mechanism dependent on VE-cadherin function  

(70,71).  Moreover, VE-cadherin is a critical  mediator of S1PR1 function in angiogenic retina (56,71). 
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Our data reveal heretofore undescribed mechanisms regarding a VE-cadherin mutation Y685F which 

affects tissue-specific vascular network specialization  as the demonstration of expression of S1PR1 at 

the adult stage in the lungs is important for vessel stabilization. β-catenin which is a major binding 

partner of VE-cadherin has an important role in activating complexes with transcription factors (19). 

Since -catenin does not possess a DNA binding domain, it requires DNA binding partners to bind to 

the promoters of its target genes including  FOXF1 (72).  FOXF1 has been shown  to be highly  expressed  

in quiescent adult lungs. Moreover, FOXF1 was shown to be decreased in ECs within human idiopathic 

pulmonary fibrosis and endothelial-specific FOXF1 inhibition in mice was found  to increase collagen 

depositions (73). These data are consistent with a role of the  pulmonary microenvironment on the 

modulation of ECs behavior in adult lung vessels. 

 

SIGNALING  PATHWAYS 

Among the different signaling pathways driven by the VE-cadherin mutation,  we focused our 

interest on the VEGF-VEGF-R2 pathway as it is involved in VE-cadherin phosphorylation (6,13). Our 

RNA-sequencing analysis showed a downregulation of VEGFR2 (VEGFR2 -1.77, p-value=0.00845) which 

was confirmed at the RNA level and the protein level and was in agreement with  the overexpression 

of S1PR1  (70). The cross talk between a seven-transmembrane-domain G-protein coupled receptor 

(S1PR1) and a growth factor receptor with tyrosine kinase activity (VEGFR2) might need further studies 

to determine if such pathways are involved in some of the abnormalities of tumor blood vasculature 

(74). To date five major autophosphorylation sites within VEGFR-2 have been studied in the past years. 

Y951  lies in the kinase insert domain, Y1054 and Y1059  are in the kinase domain, whereas Y1175 (Y1173 in 

mouse) and Y1214  are in the C-terminal portion of the receptor (75). As a result, we found that VEGFR2 

protein was decreased in KI mice as well as the  phosphorylation on Y1173, which strongly suggest an 

impaired migration process (75), which  was in agreement with our results on primary ECs in culture. 

Meanwhile, VEGF was unchanged thus any VEGF-mediated effect can be partially impaired because of 

the down regulation of VEGFR2 expression in ECs. 

Although it was demonstrated that quiescent endothelium do not expressed any 

phosphorylated proteins of adherens junctions in vitro (18), in our mouse model in vivo the lung 

endothelium expressed pY731VE-cadherin more predominantly in KI ECs. These results are in 

agreement with our previous published results in mice showing  that  the level of tyrosine 

phosphorylated proteins  was higher in the lung than in other organs (11). Whether it is important for 

maintaining integrity of the capillary network remain to be explore.  Indeed, the pulmonary 

endothelium is only separated from the alveolar space by a layer of extracellular matrix and an 
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epithelial cytoplasm each around 0.1 mm thick (68,69). Thus the subtle regulation of cell-cell adhesion 

is likely under VEGF which expression at  a basal level is particularly high in the lungs (30). As a 

consequence, the tyrosine kinase c-Src is always predominantly active in ECs from adult lung leading 

to phosphorylation of Y658 and Y731-VE-cadherin. In VE-cadherin mutant, VE-cadherin is still 

phosphorylated at site Y731 which disrupt its ability to bind β-catenin (52). As the Y731 site is unique to 

VE-cadherin when compared to other cadherins, it may suggest an endothelium-specific mechanism 

of regulation of transcription in specific disease like the pathogenesis of lung fibrosis such as idiopathic 

pulmonary fibrosis. Our study was performed on ECs from 4-week-adult mice and  we demonstrated 

a reduction in vascular density with larger and thicker vessels, and an decrease in collagen deposit in 

the lung of KI mice. Further studies on this mouse model would be required to better understand the 

treatment of fibrosis as endothelial dysfunction is not completely understood in fibrosis (73). 

 

CONCLUDING  REMARKS: 

We demonstrated that, using  a particular knock-in model Y685F-VE-cadherin, the 

transcriptome of lung ECs related to the phosphorylation of VE-cadherin is largely modified. Given the 

different signaling pathways that are linked to cell-cell adhesion and angiogenesis, we focused on 

S1pr1 gene for two reasons: the first one is that VE-cadherin phosphorylation  was showed by our 

laboratory in very aggressive and angiogenic tumors (human glioblastoma) and the second one is 

because this gene is known to stabilize the vascular endothelium. In most tumors, vessels have 

abnormalities resulting in tortuous capillary network. The epigenetic reprogramming of ECs due to the 

phosphorylation of the VE-cadherin might open up new therapeutic avenues to better understand 

ways of increasing the accessibility of drug treatments. 
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SUPPLEMENTARY METHOD 

 

Chromatin immunoprecipitation assay (ChIP) 

The ChIP protocol was kindly given by Dr Marco Saporano (J. Wang et al. 2021). 4 weeks mouse was 

sacrificed. Mouse lungs were harvested immediately and placed in cold PBS (Ca-/Mg-) . Immersed 

tissues were shredded using scalpel into small pieces and digested  with  4 ml of collagenase I (3mg/ml) 

in DMEM (4.5g/L Glucose) with no serum at 37°C for 45 min. Every 15 minutes, the tube was shaken 

to improve the collagenase I activity. The digestion is stopped by adding an equal volume of DMEM 

(4.5g/L Glucose) with 20% FBS: the complete medium. The cells suspension was pass through a 10 ml 

syringe with a 18G needle to avoid clump. Then the minced tissue was passed through several filters: 

100, 70µm filters and centrifuged at 1200 rpm for 5 minutes. The supernatant was carefully removed 

and resuspended in PBS1X. Formaldehyde was added to 1% final concentration and incubated in 

rotation at room temperature for 15 minutes. Glycine (125mM) was immediately added and followed 

by 5 minutes incubation at room temperature under agitation. The solution was centrifuged 2 minutes 

at 14000 rpm and washed twice with ice-cold PBS1X 2 minutes at 14000 rpm. Cells were lysed with 

ChIP cell lysis buffer: 5mM HEPES pH 8.0, 85mM KCl, 0.5% NP-40 and leupeptinine (10µg/ml), 

orthovanadate sodium (2mM), and incubated 5 minutes on ice. Solution was centrifuged 5 minutes at 

3900xg at 4°C to obtain nuclei pellet. The supernatant was discarded. The nuclei were lysed with ChIP 

nuclear lysis buffer: 50mM Tris-HCl pH 8.1, 10mM EDTA (pH 8.0), 1% SDS + leupeptinine (10µg/ml) and 

orthovanadate sodium (2mM) and incubated 5 minutes on ice. Nuclear lysate was sheared by using an 

ice-water bath embedded sonication system at high power, 30 seconds on, 30 seconds off mode for 

10 minutes. Sonicated chromatin was cleared by centrifugation at 20,000g for 10’ at 4 ºC. Chromatin 

was diluted 1:5 with ChIP dilution buffer: 0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.2mM EDTA (pH 8.0), 16.7mM 

Tris-HCl pH 8.1, 167mM NaCl + leupeptinine (10µg/ml) and orthovanadate sodium (2mM). The sample 

was cleared with 30µl of Sepharose beads G for 30 minutes under agitation at 4°C. Then following by 

centrifugation at 6000 rpm 2 minutes at 4°C. The supernatant was transferred into a new tube and 

2.5µg of FOXF1 antibody was added overnight at 4°C under agitation. Sepharose beads G were added 

into the tubes and incubated 3h at 4°C under agitation. Washes are performed sequentially, doing 

them two times with 1ml of each of the following buffers: ChIP low salt buffer: 0.1% SDS, 1% Triton X-

100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCl pH 8.1, 150mM NaCl. ChIP high salt buffer: 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 

2mM EDTA, 20mM Tris-HCl pH 8.1, 500mM NaCl. ChIP LiCl buffer: 10mM Tris-HCl pH 8.0, 250mM LiCl, 

1%NP40, 1% deoxycholic acid and 1mM EDTA. A final wash was made with TE buffer (pH=8) and 

centrifuged at 3000rpm for 3 minutes. The pellet was resuspended in 40µl elution buffer (50mM 

TrisHCl pH 8.0, 10mM EDTA, 1%SDS) with RNAse 10mg/ml. Incubation overnight at 65°C. The sample 

was centrifuged 1 minute at 12000rpm and the supernatant was transferred  into a fresh tube where  

120µl TE/1%SDS was added with proteinase K (20mg/ml) and glycogen (10mg/ml) whereas the pellet 

were resuspended in laemmli 2X for western blot analysis. The chromatin solution was incubated for 

2 hours at 37°C. An exact equal volume of Phenol/Chloroform/Isoamilalchol 25:24:1  pH 8.0 was added 

and mixed by inverting the tube until the phases are completely mixed. Then, the tube was centrifuged 

at 12000 rpm 5 minutes and the upper layer was collected into a new tube where ethanol 100% and 

5M NaCl were added. The sample was stored at -20°C for 1 hour. It was centrifuged again 10 minutes 

at 12000 rpm. The pellet was resuspended in ethanol 70% and centrifuged 10 minutes 1200 rpm. The 

supernatant was retrieved as the pellet let completely dry before adding TE buffer and go for PCR and 

qRT-PCR. 
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Lung wet-to-dry weight ratio: 

The lungs were weighed immediately after removal (wet weight) and again after drying in an oven at 

60 °C for 72 h (dry weight). The lung wet-to-dry weight ratio was calculated as the ratio of wet weight 

to dry weight. Lung wet-to-dry weight ratio was used as an index of pulmonary edema formation. 
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SUPPLEMENTARY TABLE 

Supplementary Table1:List of primers sequence  in mouse 
 

qPCR     

Alpha-SMA     

Forward CAGCCATCTTTCATTGGGATG   

Reverse TGGTACCCCCTGACAGGAC   

CD31     

Forward GGAAGTGTCCTCCCTTGAGC   

Reverse GCCTTCCGTTCTTAGGGTCG   

Cdh5     

Forward CACGGACAAGATCAGCTCCT   

Reverse GGTAGCATGTTGGGGGTGTC   

Hprt1     

Forward TGGATACAGGCCAGACTTTGTT   

Reverse CAAACGTGATTCAAATCCCTGAAGT   

Ptprc     

Forward GAGAATGCCCTTCTTCTGCC   

Reverse GCGTGGATAACACACCTGG   

S1pr1     

Forward TTGAGCGAGGCTGCTGTTTC   

Reverse GGGGTGGTATTTCTCCAGGC   

Vegfr2     

Forward CTAGGCGCCTGCACCAAGCC   

Reverse CTTGCCCTGGCGGAAGCGTG   

      

ChIP     

FOXF1 binding site on promoter -5141/-4815 

bp     

Forward TGTGGCATCCTTGTCCTTCC   

Reverse GAGTCACACCACAGCTCCTC   
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SUPPLEMENTARY RESULTS 

 

Isolation of lung ECs. 

 The mice used in this study were referred as to wild type (WT) and the knock-in mouse carrying 

a tyrosine-to phenylalanine point mutation of VE-cadherin Y685 (KI).   Thus, the ECs were isolated from 

the lungs of both genotypes.  We studied ECs from mice lung to avoid the  structural, phenotypic, and 

functional heterogeneity of ECs depending on the tissue (1). Moreover, we previously published that 

the murine lung had the highest expression of VE-cadherin compared to other organs (Lambeng et al. 

2005). The cells were isolated using flow cytometry after collagenase dissociation and single-cell 

suspensions staining for surface antigens (CD31 and CD 45 labelling). CD31 is a uniform marker of ECs 

resistant to collagenase treatment. The percentage of ECs was calculated using light scatter and 

fluorescence characteristics. The antibody to CD31 recognized a distinct  population (Fig.S1A), whereas 

cells incubated with non immune rat immunoglobulins harboured background staining (Neg). The 

percentages of CD31-positive cells in lung tissues were highly reproducible; variations were found to 

be less than 5% of the mean over three independent measurements for one lung. Representative 

examples of flow cytometry analyses of cells from lungs are shown in Fig.S1A.  We then examined 

whether cell surface endothelial markers (Cdh5, and CD31) were expressed in ECs using RT-PCR 

analysis. cDNA templates synthesized from RNA preparations from mouse were amplified using the 

oligonucleotide primers described in Table 1. a-SMA, and Ptprc were used to determine the non-

purified fraction (NP). As shown in Fig.S1B, the relative expression of Cdh5 and CD31 was significantly 

higher in ECs than in the NP. We then  assessed the purity of ECs after several days in primary culture 

using the immunofluorescence of VE-cadherin. The cells showed the cobblestone appearance typical 

of cultured EC and  expressed VE-cadherin at  the cell surface which confirmed the homogeneity of the 

isolated cells  (Fig. S1C). 
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SUPPLEMENTARY FIGURES 

 

Figure S1: Characterization of Lung Endothelial Cells (ECs) from mutant (KI) and wild 

type (WT) mouse. A. Representative sorting of EC using fluorescent activated cell sorter (FACS). 

Mouse cells were stained with PE-CD31 and Alexa488-CD45. The ECs population are represented in 

red (88.3%), the immune cells (0.02%) and the other cell types (11.40%) are in blue. B. Representative 

levels of several endothelial markers validate the purity of the isolated ECs. Total RNA was reverse-

transcribed and amplified using exponential non saturating conditions with specific oligonucleotides 

for Cdh5, and CD31. PCR products were separated on ethidium bromide-stained 2.5% agarose gel. a-

SMA, and ptprc were used for non-purified fraction. The markers were expressed according fold-

change to the non-purified fraction (NP) after normalization with hprt1. (n=3 mice per genotype). 

Statistical significance was calculated by Student’s t-test (*p-value<0.05). C. Immunofluorescence of 

VE-cadherin in the isolated ECs. Nuclei were stained  with Hoescht (blue). The slides were imaged with 

the Axio Imager M2 Zeiss microscope (magnification X63).  
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Figure S2: Deregulated gene-gene interaction network analysis between WT and KI. 

A. Deregulated gene-gene interaction network analysis involved in cell–cell adhesion. B. Deregulated 

protein-protein interaction network of DEGs involved in angiogenesis. Analysis was performed using 

String software. Cdh5 is encircled. The thickness of the line between two genes is correlated with the 

strength of data support. 
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Figure S3. In vivo analysis of BAL concentration and edema formation. A. Protein 

concentration from the BAL fluid was quantified by BCA dosage. No significant (ns) difference was 

observed between the WT and the KI. B. Lung wet-to-dry weight ratio as a sign of the pulmonary 

edema was calculated. No significant (ns) difference was observed (n=8 mice per genotype). Student 

T test was used to assess statistical significance. All bar graphs showed mean ± SEM. 
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I.5.Conclusion de l’article et perspectives 

Dans cette étude, nous avons décrit pour la première fois un nouveau mécanisme par lequel la mutation 

du site Y685 de la VE-cadhérine a la capacité de réguler l’expression de plus de 800 gènes endothéliaux 

notamment ceux impliqués dans l’angiogenèse et l’adhésion cellulaire de la vasculature pulmonaire. 

Parmi les gènes dérégulés par la mutation, nous avons sélectionné un gène fortement exprimé dans la 

cellule endothéliale et retrouvé surexprimé chez les KI: S1pr1.  Comme il a été largement énoncé dans 

la revue, S1PR1 est décrit comme une protéine protectrice permettant la stabilisation des vaisseaux, le 

maintien des jonctions et donc de l’intégrité et possède des caractéristiques anti-angiogéniques. S1PR1 

est notamment connu pour stabiliser la VE-cadhérine à la membrane et inhiber VEGFR2 et son action 

(Garnier et Vilgrain 2023).  

La mutation Y685F sur la VE-cadhérine favorise la liaison du facteur de transcription FOXF1 sur le 

promoteur S1pr1 conduisant à la surexpression de S1pr1.Ces deux acteurs ont été largement décrits 

dans la littérature comme étant capable de restaurer les fonctions de la barrière endothéliale. Ces 

données nous montrent que Y685F de la VE-cadhérine promeut l’intégrité de la barrière par 

l’augmentation de la fixation de FOXF1 sur le promoteur S1PR1. 

De plus la β-caténine, un partenaire majeur de la VE-cadhérine, est décrite comme un régulateur 

d’expression génique via son interaction avec des protéines pouvant elles, se lier à l’ADN. Dans notre 

cas, nous avons pu démontrer que β-caténine se délocalisait dans les noyaux et pouvait ainsi conduire à 

la reprogrammation des gènes endothéliaux.  Bien que notre étude soit principalement centrée sur l’étude 

de S1pr1, d’autres gènes retrouvés dérégulés par la mutation sont impliqués dans le contrôle de 

l’angiogenèse et l’adhésion cellulaire suggèrent un rôle plus large de la mutation sur 685 dans la 

stabilisation des vaisseaux. Parmi ces gènes, certains sont des phosphatases, des tyrosines kinases et 

des régulateurs de l’activité de ces protéines dont leur étude nous permettrait d’avoir un point de vue plus 

approfondi sur la régulation des voies de signalisation atour de la VE-cadhérine et sur l’état de 

phosphorylation de ses partenaires. Ces gènes présentent un intérêt tout aussi important et pourraient 

être sous le contrôle direct de β-caténine. Etant donné que la β-caténine a besoin d’une protéine pour se 

fixer à l’ADN, il serait intéressant de savoir si cette protéine pourrait être FOXF1.  Notre théorie serait que 

la perte de l’interaction de β-caténine avec VE-cadhérine conduit à la délocalisation de β-caténine dans 

le noyau qui formerait un complexe avec FOXF1 et ciblerait l’expression de S1pr1. 

En termes mécanistiques, nous avons caractérisé les potentielles voies de signalisation régulées par la 

mutation. Nous avons analysé la voie VEGF-VEGFR2 qui est largement décrite comme un régulateur de 

VE-cadhérine notamment par sa capacité à activer Src qui, lui, phosphoryle la VE-cadhérine sur Y685. 

Nos données transcriptomiques ont montré une sous-expression de VEGFR2 chez les souris mutées. Ce 

résultat est en accord avec la surexpression de S1PR1 qui peut inhiber VEGFR2 (Gaengel et al. 2012), 

d’autant plus que nous avons démontré que cette inhibition était VEGF-A indépendante. De manière 

surprenante, nous avons constaté que l’activité de Src était augmentée chez les souris mutées. Ce 

résultat pourrait s’expliquer l’absence de son inhibition par Csk qui ne peut plus se lier à Y685 phosphorylé 

de la VE-cadhérine. Étant donné que Src ne peut plus phosphoryler son site de prédilection Y685, elle va 

phosphoryler Y731 à la place, conduisant à la perte d’interaction de la β-caténine. Il serait pertinent de 

regarder la phosphorylation Y951 de VEGFR2 impliquée dans l’activation de Src. Enfin il serait tout aussi 

intéressant d’étudier l’effet de la mutation sur la régulation des phosphatases comme VE-PTP, mais il est 
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également possible de s’intéresser au cas de Yes qui est connue pour phosphoryler Y685 ainsi que son 

mécanisme d’action suite à cette mutation.  

Les études in vitro nous ont montré une diminution de la migration, de la capacité de bourgeonnement, 

et de prolifération mais un maintien de la VE-cadhérine à la membrane et une plus forte adhésion au 

substrat chez les cellules endothéliales mutées. Tous ces critères altérés nous suggèrent que la cellule 

endothéliale perd ses capacités angiogéniques induite par la mutation. Ces résultats pourraient être 

expliqués par l’action de S1PR1 et l’inhibition de VEGFR2 et de son site Y1173 impliqué dans la migration.  

Nous pourrions le vérifier par un siRNA de S1pr1 sur les cellules endothéliales mutés et les comparer au 

WT et au KI.  

Au niveau in vitro, nous avons pu constater une diminution du dépôt de collagène autour des vaisseaux, 

et pas de différence de perméabilité au niveau de l’espace alvéolaire. Ces données mettent en évidence 

que la phénylalanine de VE-cadhérine en position 685 augmente l’intégrité de la barrière endothéliale 

dans le poumon. Aucune différence n’avait pu être décelée entre les souris WT et les souris KI car elles 

étaient viables et fertiles. De ce fait, il serait intéressant de voir si en termes de capacité respiratoire des 

altérations pouvaient être dénombrées en condition physiologique. Il serait tout aussi logique de faire la 

mutation sur Y685 de la VE-cadhérine sur les cellules endothéliales en condition pathologique par 

exemple IPF, et regarder si cette mutation pourrait induire une diminution des symptômes, de la fibrose 

et de la perméabilité. 

En conclusion, ce travail introduit un nouveau rôle de la VE-cadhérine mutée sur un seul acide aminé 

dans la reprogrammation endothéliale en termes d’adhésion cellulaire, d’angiogenèse, de migration, de 

prolifération et dans l’intégrité de la barrière. Il semble donc essentiel d’étudier comment cet unique site 

est à l’origine de la régulation de nombreuses voies de signalisation jusqu’à la transcription des gènes 

pour favoriser les études en des conditions pathologiques et peut-être identifier des cibles thérapeutiques 

potentielles. 
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CHAPITRE II : 

Les sphéroïdes de microtumeur 

fournissent un modèle pour l’étude des 

molécules impliquées dans 

l’organisation vasculaire : le cas de la 

VE-cadhérine. 

 

II.1. Contexte et objectif d’étude. 

Étant donné que chaque endothélium est dépendant d’un organe, il est important de bien définir le rôle 

de la VE-cadhérine dans chacune des conditions, et notamment son rôle en condition pathologique. Dans 

ce chapitre, nous allons nous intéresser à l’angiogenèse tumorale du cancer du sein triple négative 

(TNBC). Le TNBC est une sous-catégorie du cancer du sein dans lequel les cellules n’expriment pas les 

récepteurs œstrogène, progestérone et epidermal growth factor 2 (EGF-2). Ce sous-type est l’un des plus 

agressifs du fait de sa haute capacité métastatique et de son angiogenèse tumorale (Dent et al. 2007). 

L’angiogenèse pathologique implique un déséquilibre entre les facteurs pro et anti-angiogéniques 

présents dans le microenvironnement et est observée dans les tumeurs dont les vaisseaux sont mal 

formés, ont un débit très lent, et sont perméables. Les cellules présentes dans le microenvironnement 

cancéreux peuvent sécréter ces facteurs angiogéniques et induire l’angiogenèse qui va fournir aux 

tumeurs tous les nutriments nécessaires à leur croissance. Dans le cas de TNBC, les vaisseaux formés 

sont qualifiés d’immatures car ils sont désorganisés, très hétérogènes et avec une grande perméabilité, 

conduisant à la résistance aux médicaments (Malekian et al. 2020). Ces caractéristiques anormales 

pourraient provoquer des modifications au niveau de la VE-cadhérine. En effet, comme il a été dit dans 

le chapitre précédent et dans l’introduction, sous l’expression de facteur angiogéniques comme VEGF, la 

VE-cadhérine a été retrouvée clivée et une partie soluble de 90 kDa a pu être identifiée comme 

biomarqueur chez des patients atteints de glioblastome, de cancer du rein, de cancer du sein et d’arthrose 

rhumatoïde (Sidibé et al. 2012) (Polena et al. 2018) (Rochefort et al. 2017). 

Dans notre cas nous avons étudier les modifications de la VE-cadhérine dans un modèle 3D de TNBC. 

La mise au point de ce modèle de sphéroïdes de microtumeurs 3D comprenant des cellules endothéliales 

et des cellules cancéreuses de sein nous permettra de reproduire un microenvironnement tumoral 

minimal suffisant pour analyser les effets du microenvironnement sur la VE-cadhérine. Nous pourrons 

déterminer si ce modèle pourrait être utilisé pour tester l’efficacité d’un médicament et in fine si ce modèle 

représente une bonne alternative au modèle animal. 



 

158 

Les objectifs de cette étude seront : 

 Mettre au point un modèle 3D mimant le microenvironnement tumoral. Pour cela il faudra d’abord 

déterminer le ratio cellule endothéliale et cellule tumorale en co-culture nécessaire pour obtenir 

une sécrétion de facteurs pro-angiogéniques suffisante et observer des modifications sur la VE-

cadhérine. 

 

 Déterminer si ce microenvironnement induit une modification de la VE-cadhérine et de 

l’angiogenèse. 

 

 

 Déterminer si ce modèle 3D est pertinent pour l’étude de l’efficacité des médicaments en utilisant 

comme exemple l’analyse de l’efficacité d’un inhibiteur de tyrosine kinase sunitinib. 

 

 

II.2. Les principaux résultats  

L’étude de la co-culture de cellule endothéliales humaines (HUVECs) en présence de cellules 

cancéreuses de sein (MDA-MB-231) était suffisante pour activer les voies de signalisations conduisant la 

phosphorylation de la Y685 de la VE-cadhérine. Afin de déterminer également la forme clivée de la VE-

cadhérine, les cellules en co-culture ont été mises en contact avec un facteur angiogénique VEGF. Il a 

pu être observé la présence de VE-cadhérine soluble dans les cellules en co-culture et de manière plus 

importante que les HUVECs seules. Ces résultats confirment que les cellules tumorales sécrètent des 

facteurs conduisant au clivage de la VE-cadhérine. 

Afin d’être en conditions plus représentatives des conditions tumorales, un modèle de sphéroïde 3D a été 

mis au point avec les cellules tumorales et les HUVECs. Ce modèle nous a permis de vérifier la présence 

de la VE-cadhérine dans les sphéroïdes. De plus, ce système en 3D nous a permis de mettre en évidence 

la phosphorylation de la VE-cadhérine sur le site Y685. Ce résultat nous suggère que le modèle mis au 

point reproduit correctement un microenvironnement tumoral. Par la suite, nous nous sommes intéressés 

à l’effet de ce microenvironnement sur l’organisation du réseau endothélial. En présence du sphéroïde 

de cellules tumorales, il a été constaté un réseau beaucoup plus développé. Ces résultats démontrent 

que les sphéroïdes favorisent la réorganisation du réseau et donc l’angiogenèse, et confirment la 

pertinence de ce modèle car ces résultats correspondent à ceux retrouvés dans une autre étude in vivo. 

Par la suite, nous avons voulu confirmer si ce système 3D pouvait avoir une application clinique. Pour 

cela, nous avons testé l’efficacité du sunitinib, un inhibiteur de tyrosine kinases, sur les sphéroïdes. Les 

résultats nous ont confirmé une inhibition dose-dépendante de la phosphorylation sur Y685 de la VE-

cadhérine ce qui en fait une cible du sunitinib. Ce test a ainsi mis en évidence la pertinence du modèle 

3D dans l’étude de l’efficacité des médicaments sur les microenvironnements tumoraux et pourrait devenir 

une alternative à l’utilisation de modèle animal. 
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II.3. Article:  

Microtumor Spheroids Provide a Model for 

Studying Molecules Involved in Vascular 

Organization: An Illustrative Study for VE-

cadherin 

  



 

160 



 

161 



 

162 



 

163 



 

164 



 

165 



 

166 



 

167 



 

168 



 

169 



 

170 



 

171 

 

 

 



 

172 

II.4. Conclusion et perspectives 

L’angiogenèse pathologique est l’un des mécanismes fondamentaux dans la croissance tumorale et le 

développement des métastases. Du fait de son fort potentiel angiogénique, TNBC est l’un des sous-types 

de cancer du sein les plus agressifs avec un faible taux de survie. L’étude du rôle de la VE-cadhérine 

dans ce cas pourrait contribuer à mieux comprendre les mécanismes régulant l’angiogenèse tumorale. 

Dans cette étude, l’établissement de nouveaux outils utilisant des systèmes 2D et 3D permet d’étudier le 

rôle de la VE-cadhérine dans les TNBC. La co-culture de cellules endothéliales avec des cellules 

cancéreuses du sein nous a permis de mettre en évidence que les TNBC induisaient le clivage de la VE-

cadhérine. Afin de reproduire la complexité de l’environnement tumoral, il était nécessaire d’apporter une 

dimension 3D afin de retrouver in vivo les forces et les interactions qui existent entre ces deux types 

cellulaires. Ce modèle 3D était d’autant plus nécessaire pour étudier la complexité de l’angiogenèse au 

sein de la tumeur. De ce fait, nous avons pu démontrer que le microenvironnement des TNBC favorisait 

fortement le développement du réseau vasculaire et que ce modèle confirmait le haut potentiel 

angiogénique des TNBC.  De plus, ce système 3D pourrait être utilisé comme un outil clinique puissant 

pour tester l’efficacité de divers médicaments sur la progression tumorale et sur l’angiogenèse. En effet, 

l’efficacité de l’utilisation de l’inhibiteur tyrosine kinase nous a été montrée dans les sphéroïdes où la 

diminution de la phosphorylation sur Y685 de la VE-cadhérine était observée de manière dose 

dépendantes. Nous pourrions également suivre l’évolution de l’angiogenèse et de la croissance du 

sphéroïde mais pour le moment nous ne sommes pas parvenus à dépasser les 6 jours du maintien du 

sphéroïde. 

Cette étude nous a permis de mettre en avant la modification de la tyrosine Y685 de la VE-cadhérine 

dans le cas de TNBC. Elle nous a conduit à établir la pertinence d’un modèle 3D dans l’étude de 

pathologies comme le cancer. Nous pourrions ainsi le transposer pour d’autres cancers et étudier la 

modification de la VE-cadhérine comme pour le cancer du poumon. De plus, ce modèle représente une 

excellente solution pour conduire des études directement sur des cellules humaines et dépasser les 

divergences inter espèces comme c’est le cas avec le modèle murin. Ainsi, l’étude de l’efficacité des 

médicaments sera d’autant plus pertinente. Par la suite, nous pourrions complexifier ce modèle afin de 

le rendre encore plus proche de la physiologie tumorale en y introduisant d’autres types cellulaires 

comme les cellules immunitaires qui jouent un rôle très important dans le développement de la tumeur 

et ainsi regarder la véritable efficacité d’un médicament sur la croissance du sphéroïde.  
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CHAPITRE III: 

Mécanisme moléculaire de la 

dysfonction endothéliale dans l’infection 

par SARS-COV-2 : évidence du clivage de 

la VE-cadhérine par ACE2. 

 

III.1 Contexte et objectifs d’étude 

Coronavirus 2019 (COVID-19) a eu un impact mondial depuis sa découverte en Chine en 2019. Il 

entrainedes modifications vasculaires dans différents organes comme des altérations endothéliales, une 

thrombose répandue et de l’angiogenèse dans les poumons. En effet, il a notamment été rapporté que 

l’infection par le virus conduisait à une tempête de cytokines responsable de l’augmentation de la 

perméabilité au niveau des capillaires et d’un fort recrutement des cellules immunitaires dans les 

poumons. Certains patients présentent encore des symptômes ou des complications bien après l’infection 

par le virus, ce qui se nomme le « COVID long ». Dans ce cas, les patients continuent à souffrir d’une 

dérégulation des cytokines associée à des modifications vasculaires pulmonaires. Étant donné 

l’importance de la VE-cadhérine dans le maintien des jonctions, nous avions émis l’hypothèse que la VE-

cadhérine serait impactée par cette infection et provoquerait l’apparition de ces symptômes. L’une des 

théories émises était le clivage de la VE-cadhérine par une protéase Angiotensine Converting Enzyme-2 

(ACE2). Cette protéine exprimée par les cellules endothéliales entre autres peut cliver des protéines via 

la reconnaissance de la séquence bien spécifique PMKP–L. Notre hypothèse de travail est que ACE2 

aurait la capacité de reconnaitre ces sites consensus de clivage sur la VE-cadhérine et induire le clivage 

de la partie extracellulaire de la VE-cadhérine, dont la partie soluble serait détectée dans le sang comme 

un biomarqueur. Ce clivage induirait les modifications vasculaires. 

Les objectifs de cet article : 

 Examiner les effets d’ACE2 sur la VE-cadhérine. 

 Analyser la présence d’ACE2 et la VE-cadhérine soluble chez les patients atteints de COVID 

sévère ou aux symptômes plus légers. 

 Déterminer si la VE-cadhérine et ACE2 sont des bons biomarqueurs chez les patients d’atteints 

de COVID long. 
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III.2. Les principaux résultats 

Afin d’étudier le clivage par ACE2, la partie extracellulaire de la VE-cadhérine humaine a été purifiée 

(fragment de 90 kDa). Plusieurs anticorps ont été testés afin de déterminer lequel reconnait uniquement 

l’ectodomaine. L’anticorps dirigé contre le domaine EC1 a pu être validé et est capable d’identifier 

l’ectodomaine 1 parmi les 5 ectodomaines présents dans la partie extracellulaire de la VE-cadhérine. Il 

est important de noter que c’est par ce domaine seulement que la VE-cadhérine forme ses liaisons 

homophiliques entre les cellules endothéliales. 

ACE2 est un ectopepdidase exprimé par les cellules endothéliales qui peut être retrouvé sous forme 

circulante suite à son clivage au niveau membranaire par une ectoenzyme ADAM17 (A desintegrin and 

métalloprotease) et garde son activité enzymatique de clivage. L’étude de la séquence de la VE-

cadhérine a montré qu’elle contenait deux séquences consensus (266P-F267) et (321PMKP–L325) 

capables d’être reconnues comme cible par ACE2. Pour tester cette hypothèse, un recombinant humain 

de ACE2 commercial fut mis en contact avec la partie extracellulaire de la VE-cadhérine. Il a pu être 

constaté une diminution de la partie extracellulaire de la VE-cadhérine de manière dose dépendante 

d’ACE2. Ces données confirment que VE-cadhérine peut être une cible pour ACE2. 

Nous avons ensuite vérifié notre hypothèse dans le cas de la pathologie. Étant donné que la concentration 

d’’ACE2 circulante est corrélée à l’inflammation systémique, nous avons voulu déterminer si elle était 

présente dans le plasma des patients atteints de COVID. La comparaison a été faite entre les patients 

atteints de COVID bénin ne nécessitant qu’une hospitalisation sans assistance respiratoire, et d’autres 

atteints de COVID sévère associé à un défaut respiratoire et pour qui l’assistance respiratoire est requise. 

Les résultats ont montré la forte présence de la forme circulante d’ACE2 chez les patients atteints de 

COVID sévère. Ainsi, nous avons voulu détecter la présence de la protéine VE-cadhérine soluble. De 

manière surprenante, plusieurs fragments de différente taille furent dénombrés dans le plasma de patients 

atteints de COVID sévère : 70 kDa, 62 kDa, 54 kDa, tandis que seule la forme 54 kDa était détectée chez 

les patients de COVID bénins. Ces données suggèrent que les formes solubles sont corrélées à la gravité 

de la pathologie. 
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III.3. Article: Molecular Mechanisms of 

Endothelialitis in SARS-CoV-2 Infection: 

Evidence for VE-Cadherin Cleavage by ACE2. 
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III.4. Conclusion et perspectives 

L’altération des jonctions endothéliales engendre des dommages aux cellules endothéliales, 

l’endothelialitis et le dysfonctionnement de la microcirculation suite à une infection par le COVID. 

Dans cette étude, nous avons démontré l’implication de la VE-cadhérine, exprimée au niveau des 

jonctions d’adhérence dans cette pathologie. En effet, il a été démontré le clivage de la partie 

extracellulaire par ACE2 de la VE-cadhérine chez les patients atteints de COVID. De manière 

intéressante, cette étude a révélé la présence de plusieurs formes clivées. La présence de certaines 

formes de tailles 70, 62 et 54 kDa serait associée à des formes graves de la pathologie alors que la 54 

kDa seule serait quant à elle présente dans les cas de COVID bénin. Les séquences reconnues par ACE2 

se situent au niveau de l’ectodomaine 2 et 3 pouvant ainsi produire les formes solubles de 62 et 54 kDa. 

On peut expliquer la troisième forme par la possibilité que d’autres protéases présentes parmi toutes les 

cytokines circulantes au cours de l’infection. Le clivage ne serait possible que si la conformation de la VE-

cadhérine est modifiée suite aux phosphorylations, ce qui a été montré pour d’autres phosphoprotéines. 

D’autres études seront nécessaires pour confirmer ces résultats sur de plus grandes cohortes.  

Cette étude montre pour la première fois l’action d’ACE2 circulants chez les patients atteints de COVID 

sévère, induisant principalement le clivage de diverses formes de VE-cadhérine. Ces différentes formes 

de VE-cadhérine soluble seraient des biomarqueurs de la gravité de pathologie, tout comme la présence 

d’ACE2 dans le plasma des patients pourrait également servir de biomarqueur. Il serait intéressant 

d’étudier l’effet de l’inhibition du clivage d’ACE2 par une désintégrine et métalloprotéase 17 (ADAM17) 

afin de déterminer si on observe la présence de la forme à 74 kDa et ainsi confirmer que le clivage 

provient d’une autre protéase. Il serait tout aussi pertinent de regarder l’effet de cette inhibition sur 

l’angiogenèse et la morphologie du poumon, afin de déterminer si on constate une amélioration des 

symptômes et si l’absence de clivage de la VE-cadhérine est suffisant pour rétablir l’intégrité des 

vaisseaux. 
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La modification de l’état de phosphorylation de la VE-cadhérine entraine des altérations majeures dans 

l’intégrité de l’endothélium associées à de nombreuses pathologies. En effet, une mutation sur Y731 de 

la VE-cadhérine impacte fortement la diapédèse des leucocytes, tandis que la phosphorylation sur Y658 

de la VE-cadhérine induit l’endocytose de la VE-cadhérine contribuant à une perte de la stabilité des 

jonctions. En ce qui concerne Y685 de la VE-cadhérine, sa phosphorylation induit un clivage de la VE-

cadhérine et une augmentation de la perméabilité. La partie extracellulaire de la VE-cadhérine a d’ailleurs 

été détectée dans le sang des patients atteints de cancer du sein, de cancer du rein et de glioblastome. 

Par conséquent, étudier le rôle exact de ce site Y685 de la VE-cadhérine et son effet sur les différentes 

fonctions de la cellule endothéliale est primordial pour parvenir à une compréhension plus profonde de la 

vasculature en conditions physiologique et pathologique. 

En ce sens, nous nous sommes intéressés à un organe hautement vascularisé, le poumon, dont une 

perturbation de la VE-cadhérine est synonyme de nombreuses pathologies allant de ARDS à l’IPF. Notre 

étude en condition physiologique a permis pour la première fois de mettre en évidence un tout nouvel 

aspect de Y685 de la VE-cadhérine. Elle a souvent été décrite comme cible des protéines angiogéniques 

comme VEGFR2, des phosphatases VE-PTP et des tyrosines kinases Src et Yes. Mais ici, nous avons 

démontré qu’elle possédait aussi une capacité de régulation. Y685 de la VE-cadhérine contrôle 

l’expression d’un grand nombre de gènes qui sont reliés à ses fonctions : l’angiogenèse et l’adhésion 

cellulaire. Elle va ainsi influer sur le comportement même de la cellule endothéliale en altérant son 

caractère angiogénique et sa capacité d’adhésion, jusqu’à augmenter la stabilité des vaisseaux 

endothéliaux. En termes mécanistiques, Y685 de la VE-cadhérine régule l’expression des gènes par la 

délocalisation nucléaire d’un de ses partenaires, la β-caténine connue comme modulateur de l’expression 

génique. Elle favorise aussi la liaison du facteur de transcription FOXF1 sur le promoteur S1PR1 amenant 

à la surexpression de cette dernière. S1PR1 est une protéine impliquée dans la stabilisation des 

vaisseaux et l’inhibition de l’angiogenèse corrélant nos résultats. Des précédentes études ont mis en 

évidence le rôle de protection de la barrière endothéliale par FOXF1 et S1PR1 car une délétion d’une des 

deux protéines conduisait à une augmentation de la perméabilité, l’apparition de fibrose et une 

angiogenèse aberrante dans le poumon physiologique (Gaengel et al. 2012) (Cai et al. 2016b). Ces 

données suggèrent que Y685 de la VE-cadhérine contribue au maintien de l’intégrité de la barrière par la 

régulation de FOXF1 et S1PR1.  Nos résultats mettent en évidence que l’unique site Y685 de la VE-

cadhérine peut réguler l’expression génique de la cellule endothéliale et induire la stabilisation des 

vaisseaux.  

Au cours de cette thèse, il a pu être mis en évidence l’étude de la modification de la VE-cadhérine dans 

des contextes pathologiques. Dans le cas du cancer triple négatif du sein, nous avons mis au point un 

système 3D de co-culture avec les cellules tumorales et les cellules endothéliales afin d’étudier l’effet du 

microenvironnement sur l’angiogenèse et la VE-cadhérine. Les données obtenues démontrent que le 

microenvironnement tumoral engendre la phosphorylation sur Y685 de la VE-cadhérine et conduit au 

clivage de la VE-cadhérine et à un remodelage du réseau vasculaire. L’efficacité de l’action de l’inhibiteur 

de la tyrosine kinase a pu être testé dans ce modèle 3D par une diminution dose dépendante de la 

phosphorylation de la VE-cadhérine.  Cette étude démontre la pertinence du modèle 3D pour étudier 

l’effet du microenvironnement sur la VE-cadhérine en condition pathologique, comme ici le TNBC, et ainsi 

étudier l’efficacité des médicaments. Dans un autre contexte pathologique, nous sommes intéressés au 

COVID où nous avons démontré pour la première fois que la partie circulante d’ACE2 était capable de 

cliver la VE-cadhérine. La vague de cytokines inflammatoires issue de l’infection par le virus conduit à la 

phosphorylation de la VE-cadhérine sur Y685 et induit le changement de conformation de cette dernière, 

rendant ces sites de clivage accessibles par ACE2.  De manière intéressante, différentes formes solubles 
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de VE-cadhérine furent retrouvées dans le sang des patients dont 62 , 54 kDa et 74kDa étaient corrélées 

aux patients atteints de COVID sévère tandis que la présence de la seule forme 54 kDa était retrouvée 

dans les COVID dit bénins. Ce travail suggère qu’ACE2 est impliqué dans le clivage de la VE-cadhérine 

qui serait un biomarqueur du COVID associé à la gravité de la pathologie. 

Au-delà de ce travail, de nombreuses questions restent à être abordées : 

 Nous avons défini le rôle de Y685 de la VE-cadhérine en condition physiologique ainsi que la 

présence de sa forme phosphorylée et clivée dans le cancer triple négatif et le COVID long où 

une angiogenèse aberrante est retrouvée. Il serait donc important de confronter cette mutation à 

un contexte pathologique et d’étudier ses effets sur le réseau vasculaire, la stabilité des jonctions 

et la diminution des dommages pulmonaires retrouvés dans le COVID sévère et le cancer. Étant 

donné que les cellules endothéliales sont fortement hétérogènes selon le lit vasculaire où elles 

se trouvent, nous risquons de pas obtenir les mêmes réponses à cette mutation que celles 

trouvées dans le poumon en condition physiologique mais aussi entre différents organes en 

condition pathologique. 

 

 Dans cette même optique, il serait intéressant de regarder l’effet de la mutation dans d’autres 

organes en conditions physiologiques comportant d’autres types d’endothélium fenêtré ou 

sinusoïdal. Cela nous permettra de définir des signatures particulières organo-dépendantes du 

site Y685 de la VE-cadhérine et ainsi identifier des cibles bien spécifiques. 

 

 S1PR1 a été rapporté comme un régulateur de la barrière endothéliale capable de restaurer 

l’intégrité et de diminuer la formation d’œdèmes après une blessure dans les poumons adultes 

(Cai et al. 2016b). Il serait ainsi tout aussi intéressant de savoir si l’inhibition de la phosphorylation 

sur Y685 de la VE-cadhérine dans les poumons adultes après une blessure nous permettrait de 

retrouver les mêmes effets que cette étude. 

 

 Toutefois, le rôle de S1PR1 est ambivalent selon le contexte. Dans le cas de cancers comme le 

glioblastome, S1PR1 joue un rôle pro-tumoral. Il a notamment été retrouvé surexprimé dans les 

tissus tumoraux et son activation conduit à la prolifération et à la croissance tumorale (Bien-Möller 

et al. 2023). S1PR1 favorise, dans le cas de tumeur, la néo-vascularisation en amplifiant l’activité 

de VEGFR2 et donc la croissance tumorale (Balaji Ragunathrao et al. 2019). Une hyperactivation 

de S1PR1 est associée à la dissémination tumorale et ainsi à un pauvre pronostic chez les 

patients atteints de cancer triple négatif (Laroche et al. 2023). Ainsi, de manière surprenante, le 

rôle de S1PR1 est totalement opposé à celui décrit dans les conditions physiologiques ou suite 

à une blessure dans le tissu adulte. Aussi, il serait pertinent de vérifier avec notre modèle 3D de 

triple cancer négatif si la présence de la mutation sur Y685 de la VE-cadhérine pourrait 

reprogrammer le rôle de S1PR1 ou ne pas suractiver S1PR1 mais d’autres gènes.  

 

 Afin d’obtenir les véritables effets de la mutation de la VE-cadhérine sur l’angiogenèse tumorale, 

il serait pertinent de complexifier le modèle 3D en y incorporant d’autres types cellulaires comme 

les cellules immunitaires, les fibroblastes, les péricytes et les cellules épithéliales. Toutes ces 

cellules contribuent au développement de la tumeur par leur dérégulation et dialoguent entre 

elles. Ainsi, pour avoir un aperçu plus physiologique, il serait intéressant d’y incorporer les 

différentes catégories de cellules et de voir comment ce microenvironnement réagit face à la 

mutation. 
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 Dans notre cas d’étude, nous nous sommes concentrés sur les effets de la mutation au niveau 

de la vasculature et de la perméabilité. Or nos résultats ont démontré que cette mutation induisait 

une augmentation de la phosphorylation de Y731 de la VE-cadhérine qui est connu pour être 

impliqué dans la diapédèse des leucocytes. Une déphosphorylation de ce site induit leur 

extravasation. Par conséquent, nous pourrions étudier l’effet de notre mutation en condition 

inflammatoire pathologique où la transmigration des leucocytes est fortement exacerbée. Nous 

pourrions espérer que la mutation diminuerait la déphosphorylation sur Y731 et régulerait la 

réponse immunitaire. 

 

  Le dialogue entre les cellules endothéliales et les péricytes au niveau des capillaires est crucial 

pour le développement du poumon, la stabilisation des vaisseaux et le remodelage vasculaire 

(Ricard et al. 2014). Etant donné que nous avons observé un maintien de la barrière, il serait 

important de déterminer si Y685 de la VE-cadhérine peut réguler l’expression de protéines et 

ansi moduler l’activité des péricytes. 

 

 In fine, notre étude a démontré que ce site Y685 de la VE-cadhérine pouvait réguler un grand 

nombre de gènes. Nous avons décidé de nous concentrer sur un gène S1PR1 mais parmi tous 

les gènes d’autres pouvaient être tous aussi pertinents et participer également à la stabilité des 

vaisseaux. Etudier les gènes cibles de FOXF1 et de la β-caténine comme nous l’avons vu 

délocalisée dans le noyau, pourrait nous apporter une connaissance plus approfondie sur tous 

les gènes qui vont contribuer ensemble à la régulation de la barrière. 

 

Toutes ces données originales ouvrent des portes à de nouveaux champs d’investigations et 

d’applications pour le site Y685 de la VE-cadhérine. Comprendre toute la mécanistique derrière Y685 de 

la VE-cadhérine nous fournirait une connaissance plus approfondie dans la physiologie tout comme dans 

la pathologie vasculaire. 
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