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Résumé 

 

La perméabilité vasculaire est une caractéristique cruciale de l’angiogenèse. Les 

acteurs principaux sont les cellules endothéliales qui la régulent en réponse à divers 

facteurs perméabilisant, tels que le « Vascular Endothelial Growth Factor » (VEGF). Dans 

le contexte pathologique du cancer, les cellules tumorales produisent de grandes quantités 

de VEGF qui stimulent la perméabilité, ce qui leur permet d’infiltrer le réseau vasculaire. Il 

est connu que la tyrosine kinase Src contrôle cette modulation de la perméabilité.  Puisque 

notre laboratoire a préalablement démontré que la phosphatase de type récepteur (PTP) 

DEP-1 est impliquée dans l’activation de Src en réponse au VEGF,  nous avons émis 

l'hypothèse que DEP-1 pourrait aussi jouer un rôle dans la perméabilité des cellules 

endothéliales. Grâce à des expériences de transfections d’ARN interférant, nous 

démontrons que DEP-1 est important pour la régulation de la phosphorylation de la VE-

Cadhérine, un médiateur critique de la perméabilité. L’impact de DEP-1 sur la dissociation 

de jonctions intercellulaires est également démontré par microscopie à immunofluorescence 

de cellules endothéliales. DEP-1 est également nécessaire à l’augmentation de la 

perméabilité induite par VEGF in vitro. Deux résidus tyrosine retrouvés dans la queue 

carboxy-terminale de DEP-1 sont essentiels à l’activation de Src en réponse au VEGF. 

Suite à la transfection d’un plasmide encodant DEP-1 muté pour ces deux résidus, nous 

démontrons aussi leur implication dans la régulation de la perméabilité in vitro par DEP-1. 

Ces travaux permettent ainsi d’approfondir nos connaissances sur un nouveau régulateur 

potentiel de la perméabilité vasculaire. 

 

Mots-clés : Perméabilité vasculaire, VEGF, DEP-1, Src 
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Abstract  

 

Endothelial cell permeability is a crucial step of angiogenesis. The main actors 

behind permeability are endothelial cells who accomplish this in response to permeabilizing 

factors, most notably Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). In a pathological 

context, migrating tumor cells produce great quantities of VEGF that stimulate an increase 

of vascular permeability, which allows them to intravasate into the vasculature. Src has 

been shown to mediate this process. Our laboratory has previously shown that the protein 

tyrosine phosphatase DEP-1 is involved in the regulation of VEGF-dependant activation of 

Src. These data thus suggested that DEP-1 might play a role in endothelial cell 

permeability.  Here, we show through siRNA experiments that DEP-1 is important for the 

regulatory phosphorylation of VE-Cadherin which is critical for the induction of 

permeability. The impact of DEP-1 on intercellular junction dissociation is also 

demonstrated through immunofluorescence microscopy of endothelial cells. We further 

show that DEP-1 is  absolutely required for the VEGF-dependent increase of permeability 

as illustrated by in vitro permeability assay on siRNA-transfected endothelial cells. Finally, 

we show that tyrosine residues in DEP-1’s carboxy-terminal tail, which are crucial for 

mediating Src activity in response to VEGF, are implicated in VEGF-dependant increase in 

permeability by transfecting plasmids coding for DEP-1 mutants of these tyrosine residues. 

These findings shed light on a novel potential key regulator of in vivo permeability. 

 

Keywords : Vascular Permeabililty, VEGF, DEP-1, Src 
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Chapitre 1 : Introduction 

 

1.1. Cancer 

 

L’étude du cancer est extrêmement complexe et requiert une quantité phénoménale 

d’effort avant d’accomplir quelque progrès que ce soit. En effet, malgré tous les 

accomplissements résultants du travail concerté de chercheurs, médecins ainsi que tous les 

travailleurs du milieu de la santé, certains cancers demeurent toujours aussi meurtriers et 

fréquents. Ceci ne devrait pas inspirer le désespoir, mais bien la détermination et la quête 

du défi chez tous ceux qui mènent le combat. La réalité peut être expliquée par le caractère 

multifactoriel des causes de cette maladie qui peuvent tout aussi bien être exogènes 

(comme des agents transformants ou mutagènes) ou endogènes (comme des prédispositions 

génétiques), ainsi que par les mécanismes que les cellules cancéreuses utilisent afin de 

contourner la défense montée par le corps ou par les thérapies administrées.  

Pour comprendre la maladie, la recherche doit passer par la compréhension à la fois 

de chaque aspect individuel, mais également par l’intégration de tous ces éléments. Dans 

cette optique, l’article « The Hallmarks of Cancer » de Hanahan et Weinberg en 2000, 

détaille 6 caractéristiques communes retrouvées chez la plupart des cancers. Ces dernières 

sont : l’échappement à la mort cellulaire auto-programmée (soit l’apoptose), 

l’indépendance aux facteurs de croissance, l’insensibilité face aux signaux inhibiteurs de la 

croissance, l’invasion dans les tissus et la formation de métastases, le potentiel réplicatif 

illimité, et finalement l’angiogenèse (Hanahan, 2000).  Cette conception de la maladie fut 

d’ailleurs mise à jour récemment dans une autre publication provenant de ces auteurs, soit « 

Hallmarks of Cancer : The Next Generation » en 2011. Cette actualisation ajoute 

premièrement d’autres caractéristiques communes émergentes. Celles-ci sont : la 

dérégulation du métabolisme cellulaire afin de promouvoir la progression néoplasique ainsi 
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que la capacité d’éviter la destruction par le système immunitaire (Hanahan, 2011). 

Deuxièmement, deux autres caractéristiques s’ajoutent, qui elles sont plutôt des 

caractéristiques essentielles qui provoquent l’avènement du cancer ou qui en facilitent la 

progression. Elles sont : l’inflammation pro-tumorales et l’instabilité génomique ou 

l’apparition de mutations (Hanahan, 2011) (Figure 1). Notre laboratoire s’intéresse 

particulièrement à l’angiogenèse, et ce sujet sera abordé tout au long de ce mémoire. 

 

 Figure 1 : Les caractéristiques communes des cancers.  

A : L’échappement à la mort cellulaire auto-programmée (soit l’apoptose), l’indépendance 
de croissance (sans le besoin de facteurs de croissance), l’insensibilité face aux signaux 
inhibiteurs de la croissance, l’invasion dans les tissus et la formation de métastases, le 
potentiel réplicatif illimité et finalement l’angiogenèse sont des traits définissants de la 
plupart des cancers. Figure tirée de Hanahan, 2000. B : La dérégulation du métabolisme 
cellulaire afin de promouvoir la progression néoplasique ainsi que la capacité d’éviter la 
destruction par le système immunitaire sont des caractéristiques communes aux cancers 
récemment identifiées. L’inflammation pro-tumorale et l’instabilité génomique ou 
l’apparition de mutations sont des caractéristiques qui provoquent l’apparition du cancer ou 
qui en facilitent la progression. Figure tirée de Hanahan, 2011. 
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1.2. Angiogenèse 

  

Les vaisseaux sanguins sont apparus au cours de l’évolution suite au besoin de 

transporter de l’oxygène à des organes distants chez des organismes vivants de plus en plus 

de grande taille (Carmeliet, 2005). La formation de vaisseaux sanguins est donc cruciale 

pour la croissance des organes chez l’embryon, ce qui lui fournit l’oxygène nécessaire pour 

se développer (Carmeliet, 2005). Il existe plusieurs procédés menant à la formation d’un 

système vasculaire mature et fonctionnel. En premier lieu, des précurseurs des cellules 

endothéliales (principales cellules constituantes des vaisseaux sanguins) sont recrutés afin 

de former un réseau vasculaire primitif, processus connu sous le nom de vasculogénèse 

(Carmeliet, 2005; Conway, 2001; Ferguson 3rd, 2005).  

Par la suite survient l’angiogenèse, qui est le processus de formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants (Carmeliet, 2005; Conway, 2001).  Le 

réseau vasculaire primitif initial s’agrandit et se ramifie en un système hautement structuré 

et organisé via le bourgeonnement de nouveaux vaisseaux émergents ainsi que le 

remodelage des vaisseaux (Carmeliet, 2005). L’angiogenèse se produit donc surtout lors du 

développement (Carmeliet, 2005). En effet, une fois le réseau vasculaire formé, la 

formation de nouveaux vaisseaux sanguins n’est sollicitée que lors de la guérison de 

blessures, lors du cycle ovulatoire et dans le placenta pendant la grossesse (Carmeliet, 

2005; Bergers, 2003).  

Suite à l’angiogenèse, les vaisseaux nouvellement formés de cellules endothéliales 

deviennent recouverts de péricytes et de cellules de muscles lisses, ce qui confère de la 

stabilisation et permet le contrôle de la perfusion sanguine (Carmeliet, 2005). Ce processus 

est connu sous le nom d’artériogenèse (Figure 2).  
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Figure 2 : Schématisation de la formation de vaisseaux sanguins lors du 

développement.  

Premièrement a lieu le recrutement de précurseurs de cellules endothéliales afin de former 
le réseau vasculaire initial primitif, soit la vasculogénèse. Ensuite ont lieu la 
complexification et la ramification du réseau vasculaire par le bourgeonnement et le 
remodelage de nouveaux vaisseaux sanguins, soit l’angiogenèse. Figure modifiée de 
Carmeliet, 2005. PC/SMC = Péricytes/Cellules du muscle lisse 
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1.2.1. Contribution de l'angiogenèse à divers processus pathologiques 

 

Il y a une certaine irrégularité dans le fait que l’angiogenèse, sensée devenir 

facultative une fois l’âge adulte atteint, puisse devenir une composante importante de la 

progression du cancer. Cependant, cette situation peut être expliquée. En effet, une fois 

l’âge adulte atteint, les cellules endothéliales deviennent quiescentes, car la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins n’est pas requise. Malgré cela, les cellules endothéliales 

conservent leur capacité à proliférer en réponse à des stimuli physiologiques (Carmeliet, 

2005). C’est pour cette raison que l’angiogenèse peut être réactivée tout au long de la vie 

suite à l’embryogenèse. Un dérèglement de cette stimulation, et donc de la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins, est toutefois mis à profit dans plusieurs conditions 

pathologiques.  

L'angiogenèse contribue ainsi au développement de maladies inflammatoires, du 

psoriasis et des maladies auto-immunes lorsqu’il y a une sécrétion exagérée de facteurs pro-

angiogéniques (Carmeliet, 2005; Carmeliet, 2003). Ces maladies sont caractérisées par un 

développement vasculaire excessif et/ou par la dérégulation du passage des cellules qui 

composent ces pathologies à travers le système sanguin. Des phénomènes de stimulation 

insuffisante de l’angiogenèse peuvent également contribuer au développement de maladies 

cardiovasculaires causées par la dysfonction des cellules endothéliales, résultant en la 

malformation de vaisseaux sanguins ou en l’incapacité de revasculariser (Carmeliet, 2005; 

Carmeliet, 2003). De plus, certaines maladies congénitales ou héritées sont causées par des 

défauts de remodelage vasculaire (Carmeliet, 2003), comme l’hypoplasie ventriculaire 

(Hickey, 2012), la calcification artérielle (London, 2011) et l’hypertension artérielle 

(Agarwal, 2011).  

L’angiogenèse contribue grandement à la progression tumorale, comme énoncée 

précédemment. Lors de la progression initiale d’une tumeur, les cellules cancéreuses 

poussent à un rythme accéléré et éprouvent rapidement un besoin grandissant en oxygène et 

en nutriments. Celui-ci doit être satisfait sinon les cellules tumorales entreront en hypoxie 
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suivie, possiblement, d’une mort par apoptose (Papetti, 2002). Les cellules cancéreuses 

influencent donc leur environnement afin d’induire la formation de nouveaux capillaires 

pouvant les atteindre, voire les traverser. Ceci permet de leur fournir de l’oxygène et en 

nutriments, leur permettant de survivre et même de croître au-delà de 1-2 mm3 (Bergers, 

2003). Cette influence se traduit en plusieurs phénomènes cellulaires. Le premier, le 

recrutement de précurseurs de cellules endothéliales par des facteurs pro-angiogéniques, ne 

semble se produire qu’à une faible fréquence (Rafii, 2002; Hattori, 2001; Hattori, 2002). Le 

deuxième est l’intussusception, soit la division de vaisseaux sanguins préexistants. Il y a 

également la lymphangiogénèse, soit la formation de nouveaux vaisseaux lymphatiques 

ainsi que l’angiogenèse, soit l’émergence de nouveaux vaisseaux sanguins (Carmeliet, 

2000). L’angiogenèse est sans aucun doute le mécanisme le plus fréquemment utilisé par 

les cellules tumorales parmi les exemples énumérés (Bergers, 2003).  

 

Figure 3 : Mécanismes de recrutement de nouveaux vaisseaux sanguins par les cellules 

tumorales.  

Lors de la croissance effrénée des cellules tumorales, celles-ci éprouvent des besoins 
croissants en nutriments et en oxygène. Pour satisfaire ces derniers, les tumeurs promeuvent 
la formation de vaisseaux sanguins tumoraux des manières suivantes : recrutement de 
précurseurs de cellules endothéliales (angioblastes); remodelage, division et ramification de 
vaisseaux préexistants, soit l’intussusception ainsi que le bourgeonnement de nouveaux 
vaisseaux sanguins. Figure adaptée de Carmeliet, 2000. 
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La capacité de la tumeur à induire la formation d’un réseau vasculaire tumoral, 

(« Angiogenic Switch ») est donc une étape cruciale de la progression tumorale (Bergers, 

2003). Cette induction peut survenir à n’importe quelle étape de la tumorigénèse (incluant 

celle de la formation de métastases) et dépend du type de cancer et du microenvironnement 

tumoral (Bergers, 2003). Elle est régulée séquentiellement par plusieurs activateurs et 

inhibiteurs. C’est d’ailleurs cette balance de facteurs pro- et anti-angiogéniques qui 

différencient les vaisseaux normaux des vaisseaux tumoraux. Les facteurs pro-

angiogéniques incluent les VEGFs, les FGFs, le PDGFB, l’EGF  et le LPA tandis que les 

facteurs anti-angiogéniques incluent la Thrombospondine-1, l’Angiostatine, l’Endostatine, 

la Canstatine et la Tumstatine (Bergers, 2003). La régulation par les facteurs pro- et anti-

angiogéniques est donc totalement déficiente dans les tumeurs, faisant en sorte que les 

vaisseaux sanguins tumoraux ne deviennent pas quiescents et prolifèrent sans cesse 

(Bergers, 2003). Ils se développent irrégulièrement, formant des réseaux avec des formes 

anormales, dilatées, et tortueuses. Les vaisseaux sanguins formés par les tumeurs sont 

souvent susceptibles de développer des fuites et même devenir hémorragiques (Bergers, 

2003). Il arrive même que les cellules tumorales s’intègrent elles-mêmes dans la structure 

vasculaire (Folberg, 2000; McDonald, 2000). De plus, les vaisseaux sanguins tumoraux se 

forment avec une association moindre ou défectueuse de péricytes, ce qui explique leur 

sensibilité accrue à l’inhibition de facteurs de survie vasculaire comme traitement utilisé 

dans le contexte du cancer (Benjamin, 1999; Benjamin, 1997).  
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1.2.2. Mécanisme cellulaire d’angiogenèse : le bourgeonnement 

angiogénique  

 

La formation de vaisseaux sanguins est un procédé qui requiert une régulation fine 

par une variété de mécanismes et de régulateurs, un travail qui est accompli par plusieurs 

signaux stimulateurs ou inhibiteurs (Eilken, 2010). Cette régulation fait en sorte que 

l’angiogenèse peut être effectuée d’une manière ordonnée et structurée pour donner une 

réponse précise aux stimuli pro-angiogéniques. Le modèle expliquant le mécanisme 

cellulaire de ce phénomène le plus prévalent dans la littérature actuelle est celui de 

l’angiogenèse par bourgeonnement ("sprouting angiogenesis") (Eilken, 2010), qui sera 

expliqué dans cette section. 

Le processus d’angiogenèse nécessite l’activation de plusieurs fonctions biologiques 

des cellules endothéliales (Eilken, 2010). Celles-ci incluent : 1) le remodelage des liens 

cellules-cellules menant à la modulation de la perméabilité vasculaire; 2) l’invasion à 

travers la matrice extracellulaire via la sécrétion de facteurs permettant la dégradation de 

cette dernière; 3) la migration dirigée des cellules dans le sens du gradient de facteur pro-

angiogénique formé; 4) la prolifération des cellules, ainsi que 5) le maintien de la survie des 

cellules (Conway, 2001).  

L’étape la plus précoce du processus de néo-angiogenèse est la perméabilité des 

capillaires pré-existants. Celle-ci permet l’extravasation de protéines plasmatiques qui 

établissent une matrice provisoire sur laquelle les cellules endothéliales peuvent migrer 

(Bergers, 2003). L’établissement d’une matrice provisoire est accompagné d’un 

détachement des péricytes et d'un relâchement des liens cellules-cellules. Les jonctions 

adhérentes ainsi que les jonctions serrées, qui composent en partie les jonctions 

intercellulaires, procurent de la force mécanique ainsi qu’une barrière contre la perméabilité 

des vaisseaux (Carmeliet, 2003). La modulation de la perméabilité passe donc, en partie, 

par le remodelage de ces jonctions intercellulaires. De plus, ce relâchement des liens 
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intercellulaires est essentiel pour permettre aux cellules endothéliales de migrer et d'initier 

le bourgeonnement vasculaire (Carmeliet, 2003). 

La capacité à dégrader la matrice extracellulaire à l'envahir est également une 

activité essentielle des cellules endothéliales lors de l'angiogenèse. La matrice 

extracellulaire détient plusieurs fonctions qui sont cruciales pour l’intégrité les vaisseaux 

sanguins. En effet, elle donne les contacts nécessaires pour les cellules endothéliales et elle 

assure l’intégrité structurale des vaisseaux sanguins, les empêchant de s’affaisser 

(Carmeliet, 2003). Dans les vaisseaux sanguins formés et quiescents, la membrane basale 

entoure les cellules vasculaires, les péricytes et les cellules endothéliales (Carmeliet, 2003). 

Cette membrane est composée de collagène de type IV, laminine et d’autres composantes. 

De plus, une matrice interstitielle de collagène de type I et d’élastine assure la visco-

élasticité et la force à la barrière vasculaire (Carmeliet, 2003). Comme les vaisseaux 

sanguins sont entourés d’une membrane basale, le bourgeonnement nécessite sa 

dégradation locale ou la réorganisation de celle-ci. La dégradation de la membrane basale 

est effectuée par des protéines comme les métalloprotéinases de la matrice (Arroyo, 2010; 

van Hinsbergh, 2008). Cette dégradation des molécules composant la matrice 

extracellulaire procure non seulement de l’espace de manœuvre aux cellules endothéliales 

migratoires, mais relâche également plusieurs facteurs de croissance qui seraient 

normalement emprisonnés dans la matrice (Conway, 2001; Chen, 2010). La matrice 

extracellulaire régule donc la formation de nouveaux bourgeons vasculaires.  

La migration des cellules endothéliales est un autre processus biologique crucial 

pour la progression de l’angiogenèse. Ainsi, une fois que les barrières physiques sont 

brisées, les cellules endothéliales deviennent libres de migrer dans la direction dictée par le 

gradient de facteurs pro-angiogéniques, certains pouvant être ceux qui ont été libérés lors 

de la dégradation protéolytique de la matrice (Conway, 2001; Chen, 2010). De plus, lors de 

la migration des cellules endothéliales, la matrice n’est pas seulement dégradée 

protéolytiquement, mais aussi remodelée. En effet, les protéases exposent de nouveaux 

épitopes ou en changent la structure, ce qui induit la migration des cellules endothéliales et 

musculaires lisses (Hangai, 2002). Le type de cellules endothéliales qui effectuent les 
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premières étapes du bourgeonnement angiogénique, dont la migration, est celui des cellules 

« meneuses ». En effet, ces cellules possèdent de nombreuses protrusions constituées de 

longs filopodes motiles qui s’étirent vers la source de facteurs pro-angiogéniques (Gerhardt, 

2003). Ces facteurs stimulent la migration des cellules « meneuses » en agissant comme des 

molécules chémo-attractrices (Eilken, 2010). En répondant à divers autres facteurs, qui 

repoussent ou attirent, ces cellules permettent donc la croissance dirigée et structurée des 

vaisseaux sanguins. Finalement, une fois que les cellules « meneuses » migrent pour 

finalement atteindre et former des connexions avec d’autres réseaux vasculaires, elles s’y 

intègrent pour éventuellement former des tubules comportant des lumières (Eilken, 2010).  

Deux autres processus biologiques discutés ici sont la prolifération et le maintien de 

la survie des cellules endothéliales. La prolifération des cellules endothéliales peut être 

activée par les mêmes facteurs que la migration (De Smet, 2009). Les cellules qui 

prolifèrent forment la « tige » du bourgeon angiogénique en suivant les cellules 

« meneuses », se multipliant et s’enchaînant afin de former un tronc migratoire (Bergers, 

2003). Cette prolifération peut cependant être inhibée par le biais de protéines situées à la 

membrane, lors de la formation de contacts cellules-cellules (De Smet, 2009). Les 

molécules qui composent les liens intercellulaires ne servent donc pas uniquement de 

« crampons moléculaires », mais transmettent également des signaux qui permettent le 

maintien de la survie et l'inhibition de la prolifération des cellules endothéliales (Carmeliet, 

2003). Ces cellules, dont la prolifération est inhibée, entrent donc en quiescence, 

prolongeant leur survie. Ces dernières sont donc les cellules « phalanges », et composent 

les vaisseaux sanguins stables (Eilken, 2010).  

Une des caractéristiques les plus importantes de ce modèle est qu’il existe plusieurs 

types de cellules au niveau de leurs fonctions et de leurs profils d’expression génique, dont 

les cellules « meneuses », les cellules « tiges » et les cellules « phalanges ». Cette 

spécification n’est cependant pas permanente. Ainsi, la spécification entre cellule 

« meneuse » et cellule « tige » dépendrait des signaux pro-angiogéniques et de la balance à 

la fois des facteurs qui induisent le bourgeonnement et des facteurs qui induisent la 

prolifération des cellules endothéliales (Eilken, 2010). 
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Figure 4 : Fonctions biologiques distinctes des cellules endothéliales impliquées dans 
la formation de nouveaux vaisseaux sanguins par bourgeonnement.  

En réponse à un gradient de facteur pro-angiogénique, les cellules verront plusieurs de leurs 
fonctions biologiques activées. Celles-ci incluent : le remodelage des jonctions cellules-
cellules menant à la modulation de la perméabilité endothéliale, l’invasion dans la matrice 
extracellulaire dans la direction du facteur pro-angiogénique, la migration endothéliale dans 
la direction du gradient du facteur pro-angiogénique, la prolifération des cellules 
endothéliales le long du vaisseau sanguin bourgeonnant ainsi que le maintient de la survie 
des cellules endothéliales. 

 

Bien que la formation de capillaires peut différer en terme de résultat, de vitesse ou 

d’organisation par exemple, elle est toujours composée de ces mêmes fonctions biologiques 

des cellules endothéliales, et ce, que ce soit en contexte normal ou pathologique (Conway, 

2001).  
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1.3. Perméabilité 

 

Comme énoncée précédemment, la perméabilité endothéliale est une étape cruciale 

de l’angiogenèse. Le remodelage des jonctions intercellulaires des cellules endothéliales, 

permettant la modulation de la perméabilité, est une des étapes initiales de l’angiogenèse. 

En situation normale, lorsqu’il n’y a pas de bourgeonnement angiogénique, la perméabilité 

vasculaire est importante pour l’homéostasie tissulaire, particulièrement dans 

l’établissement de gradients de protéines plasmatiques. Dans un contexte pathologique, 

l’ouverture de passages permet le transit de cellules migratoires dans la circulation 

sanguine, qui peuvent par la suite se relocaliser vers des sites distants (Hu, 2008; Mehta, 

2006; Weis, 2008). Cette ouverture de la barrière endothéliale peut s'effectuer soit via les 

cellules endothéliales elles-mêmes (perméabilité transcellulaire), soit via la formation d'un 

passage entre les cellules (transport paracellulaire). La perméabilité transcellulaire inclut 

toutes les voies de transports pouvant faire passer des substances à travers les cellules 

endothéliales. Ces substances peuvent être des fluides ou simplement de l’eau, qui peut 

traverser grâce à des canaux spécialisés, comme les aquaporines (Mehta, 2006). Certaines 

substances peuvent même réussir à passer au travers des cellules sans avoir besoin de mode 

de transport actif, soit par diffusion (Olsson, 2006). En ce qui concerne les substances plus 

grosses, d’autres voies de transports sont utilisées. Il y a le transport transcellulaire médié 

par récepteur, qui consiste en la création de vésicules suite à la liaison d’un ligand 

spécifique à un récepteur donné (Mehta, 2006). Certaines molécules peuvent traverser la 

cellule à travers des pores transendothéliales, qui sont des canaux non spécifiques (Olsson, 

2006; Mehta, 2006). D’autres voies de transport incluent les voies intracellulaires vésiculo-

vacuolaires et de la calvéoline (Weis, 2008). De plus, les facteurs perméabilisants peuvent 

également induire la présence de fenestrations, qui peuvent laisser passer des substances de 

différentes tailles (Olsson, 2006). Finalement, des cellules leucocytaires peuvent passer à 

travers ou entre les cellules endothéliales, par un processus nommé la diapédèse (Dejana, 

2004). 
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Le passage entre cellules endothéliales, ou perméabilité paracellulaire, est permis 

par le relâchement des jonctions cellules-cellules, soit les jonctions GAP, les jonctions 

serrées ainsi que les jonctions adhérentes (Wallez, 2008). L’intégrité des jonctions 

intercellulaires est en grande partie assurée par les interactions entre les protéines qui les 

composent (Mehta, 2006). Pour les jonctions adhérentes, ces composantes sont les 

protéines d’adhésion VE-Cadhérine, !-Caténine, #-Caténine, et la p120 Caténine, entre 

autres. En réponse à divers agents perméabilisants, ces protéines subissent donc des 

événements de phosphorylation ainsi que d’autres modifications qui mènent éventuellement 

à une diminution de l’attachement entre celles-ci, ce qui résulte en le relâchement des 

jonctions cellules-cellules et l’augmentation de la perméabilité (Esser, 1998; Cavallero, 

2006; Dejana, 2008; Lilien, 2005; Mehta, 2006; Vincent, 2004; Wallez, 2008; Weis, 2005).  

 

Figure 5 : Les mécanismes de 
perméabilité endothéliale.  

Quelques voies de passage de 
substances à travers la barrière 
endothéliale sont : par une 
fenestration, diffusion à travers une 
cellule, entre les cellules, via les 
calvéoles, via les organelles vésiculo-
vacuolaires (VVO) et entre des pores 
transendothéliales. Figure tirée de 
Olsson, 2006 

 

 

La perméabilité excessive peut mener à l’avènement de diverses pathologies, 

comme l’hypertension intracrânienne (Conway, 2001), ainsi que la facilitation d’autres 

pathologies comme les maladies inflammatoires et la dissémination de métastases (Kim, 

2009). Il existe plusieurs régulateurs de la perméabilité. Le plus connu d’entre eux est le 

VEGF, qui sera le sujet de la prochaine section.  
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1.4. Les VEGFs et les VEGFRs 

  

La voie de régulation que représentent le VEGF et ses effecteurs, essentielle pour la 

perméabilité des cellules endothéliales, est celle qui est la plus importante pour ce mémoire 

et sera donc le sujet principal du reste de cette introduction. Le rôle du VEGF dans 

l’angiogenèse (et surtout la perméabilité) est indéniable. En effet, le VEGF régule 

l’angiogenèse, normale ou pathologique, d’une manière stricte et dose-dépendante 

(Carmeliet, 2003). La perte d’une seule allèle peut causer des défauts de formation des 

vaisseaux sanguins chez les embryons (Carmeliet, 1996; Ferrara, 1996).  

La famille des VEGF regroupe 5 glycoprotéines homodimériques chez les 

mammifères (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et le PIGF) ainsi qu'une protéine 

identifiée chez le parapoxvirus (VEGF-E) (Cross, 2003). Le VEGF-A, la forme de VEGF 

initialement découverte sous le nom de Vascular Permeability Factor (VPF) (Senger, 1986), 

existe sous 4 différentes isoformes. Ces dernières ont 121, 165, 189 et 206 acides aminés 

chez l'humain et sont générées à partir de l’épissage alternatif d’un seul pré-ARNm (Cross, 

2003). Celle qui est la plus importante pour le développement vasculaire en conditions 

physiologique ou pathologique est le VEGF-A165 (Takahashi, 2005). Les VEGFs sont des 

ligands qui doivent se lier à divers récepteurs transmembranaires afin de médier une 

réponse cellulaire. Les récepteurs aux VEGFs sont les VEGFRs.  

Le premier récepteur est le « Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1 » 

(VEGFR1), aussi connu sous le nom de Flt-1. Sa taille est de 180kDa et il possède une 

grande affinité pour le VEGF-A, VEGF-B et le PIGF (Cross, 2003). Le deuxième est le 

« Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 » (VEGFR2), aussi connu sous le nom de 

KDR ou Flk-1.  Sa taille est de 200-230kDa et il possède une grande affinité pour le 

VEGF-A ainsi que les VEGF-C, VEGF-D et VEGF-E. Le troisième s’appelle le « Vascular 

Endothelial Growth Factor Receptor 3 » (VEGFR3) ou Flt-4, et est un récepteur de 195kDa 

avec une grande affinité pour le VEGF-C et le VEGF-D. Le VEGF-C et D lient 
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principalement le VEGFR3, mais peuvent également lier et activer le VEGFR2 (Jussila, 

2002) (Figure 6). 

 

Figure 6 : Les récepteurs VEGFR, leurs ligands et leurs localisations.  

Chez les cellules endothéliales vasculaires, le PIGF, le VEGF-A et le VEGF-B lient le 
VEGFR1 soluble et transmembranaire. Les VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D et VEGF-E lient 
le VEGFR2. Pour les cellules endothéliales lymphatiques, les ligands du VEGFR2 
demeurent les mêmes que les cellules endothéliales. Les VEGF-C et VEGF-D lient le 
VEGFR3. Figure tirée de Cross, 2003 

 

Le VEGFR2 est le principal médiateur moléculaire de la réponse physiologique et 

pathologique des cellules endothéliales au VEGF-A. Ces réponses biologiques incluent la 

prolifération, la survie, la migration et la perméabilité (Cross, 2003). Le VEGFR2 est 

exprimé principalement chez les cellules endothéliales. Son absence des embryons cause la 

mort vers le 8e jour et demi de développement en provoquant des défauts dans la production 

de précurseurs endothéliaux, ce qui indique son rôle crucial dans le développement 

vasculaire (Shalaby, 1995). Contrairement au VEGFR1, qui demeure inactif après la liaison 

du VEGF et qui agit plutôt comme éponge au VEGF, la liaison du VEGF au VEGFR2 

induit sa phosphorylation sur plusieurs résidus majeurs tels que les Y951 et Y996 dans le 



 

 

16 

domaine d’insertion kinase, les Y1054 et 1059 dans le domaine kinase et les Y1175 et 1214 

dans la queue carboxy-terminale (Cross, 2003; Roskoski Jr, 2008; Matsumoto, 2005; 

Takahashi, 2001). D’autres phosphorylations mineures ont été identifiées, entre autres sur 

la Y801, quoique sa phosphorylation dans une expérience impliquant un VEGFR2 intact 

n’a pas encore été démontrée (Koch, 2011; Solowiej, 2009). D’autres sites comme les 

résidus Y1223, Y1305, Y1309 et Y1319, ont été identifiés comme étant phosphorylés dans 

la queue C-terminal (Matsumoto, 2005), mais leurs fonctions demeurent incertaines (Koch, 

2011). Pour les résidus les mieux caractérisés, lorsqu’ils sont phosphorylés, ils deviennent 

des points d’ancrage pour plusieurs protéines d’échafaudage qui, à leur tour, feront partie 

des cascades signalétiques menant aux fonctions biologiques que régule le récepteur (Cross, 

2003). Des exemples de ceci incluent les protéines Grb2 et PLC" qui se lient au site Y1175 

et qui médient la prolifération cellulaire ainsi que la protéine Nck qui se lie au site Y1214 

pour médier la migration cellulaire. 

 

La principale régulation de l’activité des récepteurs à tyrosine kinase est la 

disponibilité de leurs ligands, caractéristique qui n’échappe par au VEGFR2 (Olsson, 

2006). Le VEGFR2 partage plusieurs aspects de mécanismes de régulation avec d’autres 

récepteurs à activité tyrosine kinase comme les "platelet-derived growth-factor receptors" 

Figure 7 : Sites de phosphorylation du VEGFR2. 

Suite à la liaison de son ligand, le VEGFR2 devient 
phosphorylé sur plusieurs sites, qui incluent : 

• Y801 
• Y951 et Y996 dans le domaine d’insertion kinase 
• Y1054 et Y1059 dans le domaine kinase 
• Y1175, Y1214, Y1223, Y1305, Y1309 et Y1319 

dans la queue carboxy-terminale. 
Figure adaptée de Koch, 2011 
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(PDGFRs) et les "epidermal growth-factor receptors" (EGFRs). Ces mécanismes de 

régulation incluent la dimérisation des récepteurs induite par le ligand, l’activation du 

domaine tyrosine kinase qui s'ensuit ainsi que la création de sites d’ancrage pour les 

partenaires signalétiques ainsi que des protéines du cytosquelette. De plus, les VEGFRs 

participent à des processus cellulaires communs aux récepteurs à facteurs de croissance, 

tels que la migration, la prolifération et la survie cellulaire (Olsson, 2006).  

Le VEGFR2 agit sur la prolifération de cellules endothéliales via l’activation de Erk 

(extracellular regulated kinase), menant à la transcription génique. VEGFR2 active 

également la voie PI3K-Akt, régulatrice du maintien de la survie cellulaire via l’inhibition 

de protéines pro-apoptotiques comme Bcl-2, BAD et Caspase-9 (Gerber, 1998). La voie 

PI3K/Akt active également eNOS (endothélial Nitric Oxyde Synthase), générant l’oxyde 

nitrique (NO), impliqué dans l’augmentation de la perméabilité vasculaire et la migration 

cellulaire induite par le VEGF-A (Fulton, 1999; Dimmeler, 1999). D’autres composantes de 

la régulation de la migration en aval de VEGFR2 incluent p38 MAPK (Mitogen-Activated 

Protein Kinase) (Rousseau, 1997), FAK (Focal Adhesion Kinase) et son substrat paxilline 

(Qi, 2001). La signalisation du VEGFR2 est influencée par la manière dont les cellules 

endothéliales interagissent entre elles. En effet, les VE-Cadhérines, spécifiques aux 

jonctions adhérentes des cellules endothéliales, sont impliquées dans la formation de 

complexe avec le VEGFR2. L’absence d’expression de la VE-Cadhérine bloque 

l’acheminement de signaux de survie cellulaire par le VEGFR2 (Carmeliet, 1999). 

Lors du développement vasculaire, le VEGFR1 occupe un rôle de régulateur négatif 

du VEGFR2 de par l’action de sa forme soluble et transmembranaire. Ces différentes 

formes de VEGFR1 lient le VEGF-A avec la plus grande affinité que le VEGFR2, mais 

ceci ne conduit pas à la stimulation significative de son activité kinase (Waltenberger, 

1994). Conséquemment, le VEGFR1 compétitionne avec les autres VEGFR pour la liaison 

de VEGF ce qui résulte en une réduction de l'activation de ces autres récepteurs qui sont les 

responsables de la transmission des signaux pro-angiogéniques (Cross, 2003). De plus, 

l’inactivation du domaine intracellulaire de la forme complète du VEGFR1 est compatible 

avec le développement vasculaire (Hiratsuka, 1998). Ce récepteur aurait donc plutôt un rôle 
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d’atténuateur, épongeant le VEGF excessif pour empêcher une activité trop grande du 

VEGFR2 et autres récepteurs pro-angiogéniques (Cross, 2003). 

Pour ce qui est du VEGFR3, une fois que le VEGF le lie, celui-ci active plusieurs 

cascades signalétiques résultant éventuellement en la formation de nouveaux vaisseaux 

lymphatiques (Cross, 2003), soit la lymphangiogénèse. Comme pour le VEGFR2 dans la 

formation de vaisseaux sanguins, l’activation du VEGFR3 induit la prolifération, la 

migration et la survie des cellules endothéliales lymphatiques (Makinen, 2001).  
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1.5. Src 

La protéine tyrosine kinase Src est nécessaire pour les fonctions du VEGFR2 (Park, 

2007), dont la perméabilité vasculaire induite par le VEGF. Cependant, avant d’élaborer 

davantage sur les fonctions de Src dans l’angiogenèse, son mécanisme d'activation mérite 

une attention particulière. Ainsi, elle est activée d’une manière distincte, nécessitant 

plusieurs étapes. Cette activation est régulée par l’état de phosphorylation des résidus 

tyrosine 418 et 529, désignés activateurs et inhibiteurs respectivement. En effet, la 

phosphorylation de sa Y529 génère un site de liaison pour son domaine SH2, résultant en 

une association intramoléculaire entre cette tyrosine et le domaine SH2 de la kinase (Hu, 

2009). Cette association génère donc la forme inactive de la kinase, incapable d’être 

phosphorylée sur son site activateur Y418, et donc activée. Pour que Src soit activée, sa 

tyrosine inhibitrice 529 doit être dissociée de son domaine SH2 et déphosphorylée, tandis 

que sa tyrosine activatrice doit être phosphorylée. Src est donc activée lorsque sa Y418 est 

phosphorylée et sa Y529 déphosphorylée (Shi, 2000; Thomas, 1997, Schlessinger, 2000).  

 

      

Figure 8 : Mécanisme 

d’activation de Src. 

Plusieurs évènements 
moléculaires doivent survenir afin 
que la kinase Src puisse être 
activée. Sa tyrosine inhibitrice 
(529 chez l’humain, 527 chez le 
poulet) doit être dissociée de son 
domaine SH2 et déphosphorylée. 
Puis sa tyrosine activatrice (418 
chez l’humain, 416 chez le 
poulet), située dans le site actif de 
son domaine catalytique, doit être 
phosphorylée. Figure adaptée de 
Martin, 2001 
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La régulation par Src de la perméabilité des cellules endothéliales inclut la 

formation de cavéoles, la fenestration et la perte de l’intégrité des liens cellules-cellules 

(Weis, 2005; Hu, 2009). Ces mécanismes de perméabilité sont médiés par la 

phosphorylation sur résidus tyrosine de protéines clés, dont un substrat de Src, la VE-

Cadhérine. Plus précisément Src s’associe aux VEGFRs suite à la stimulation des cellules 

endothéliales au VEGF, phosphoryle la VE-Cadhérine menant à la dissociation du 

complexe VE-Cadhérine/caténine, résultant en la modulation de la perméabilité vasculaire 

(Chou, 2002; Weis, 2004). Cette régulation sera d’ailleurs détaillée dans la prochaine 

section. 
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1.6. Régulation moléculaire de la perméabilité par le VEGF et la 

kinase Src 

 

La perméabilité vasculaire excessive peut mener à l’avènement de diverses 

pathologies, comme l’hypertension intracrânienne ou le collapsus cardiovasculaire (qui est 

l’effondrement de la pression artérielle systolique à une valeur inférieure à 80mmHg) 

(Conway, 2001), ainsi que la facilitation d’autres pathologies comme le cancer, via la 

dissémination de métastases (Kim, 2009). Il existe plusieurs régulateurs pour la 

perméabilité vasculaire. Le plus important et le mieux caractérisé parmi ceux-ci est le 

VEGF. Celui-ci exerce son action sur les protéines d’adhésion (les protéines qui composent 

les jonctions adhérentes) en provoquant la phosphorylation de plusieurs résidus tyrosine 

(Mehta, 2006).  

Src joue un rôle majeur dans la perméabilité vasculaire. Il est associé au complexe 

VE-Cadhérine-!-Caténine où il médie la réponse signalétique provenant du VEGF (Dejana, 

2008). Le premier exemple de ceci est la phosphorylation de la !-Caténine au site Y654 par 

Src, qui diminue grandement son affinité pour la VE-Cadhérine (Lilien, 2005). Pour la 

p120 Caténine, le mécanisme pourrait être différent, car certains ont rapporté que le VEGF 

diminue sa phosphorylation (Wong, 2000).  

Le mécanisme le plus pertinent pour les travaux présentés ici implique les VE-

Cadhérines. Dans les cellules CHO, des mutations Y à E des résidus tyrosine 658 et 731 de 

la VE-Cadhérine (sites de phosphorylation par Src) mènent à une barrière cellule-cellule 

compromise, et démontrent le rôle de ces résidus tyrosine dans l’association de la VE-

Cadhérine avec la p120 Caténine et la !-Caténine, respectivement (Potter, 2005). Des 

études récentes (Adam, 2010; Monaghan-Benson, 2009) ont montré que ces résidus (Y658 

et Y731) sont phosphorylés en réponse au VEGF, et que cette phosphorylation induit la 

perméabilité vasculaire. De façon analogue, la mutation Y658F (qui est biochimiquement 

semblable à un résidu tyrosine phosphorylé) de la VE-Cadhérine augmente la localisation 
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membranaire ainsi que l’association à la p120 Caténine de la protéine et maintient 

l’intégrité de la monocouche de cellules endothéliales tandis que la mutation Y658E 

(biochimiquement semblable à un résidu tyrosine non phosphorylé) ne peut pas (Hatanaka, 

2011).  

La dissociation des protéines d’adhésion suite à leur phosphorylation n’est pas le 

seul mécanisme de régulation des jonctions adhérentes menant à la modulation de la 

perméabilité. Il y a également l’endocytose clathrin-dépendante de la VE-Cadhérine qui 

joue un grand rôle (Xiao, 2003). Récemment, un mécanisme moléculaire détaillé a été 

caractérisé sur l’internalisation de la VE-Cadhérine qui serait dépendante de la !-arrestine 

(Gavard, 2006). En effet, le VEGF agirait sur la barrière endothéliale via l’activation de 

Src, qui phosphoryle Vav2, une "guanine-nucleotide-exchange factor" (GEF) pour la 

GTPase Rac. Une fois Rac activée (lié au GTP), celle-ci induirait l’activation de Pak, une 

serine/thréonine kinase, qui à son tour serait responsable de la phosphorylation de la VE-

Cadhérine à la S665. Cette cascade signalétique enclenche le recrutement de la !-arrestine à 

la VE-Cadhérine, ce qui augmente l’internalisation clathrine-dépendante de la VE-

Cadhérine (Gavard, 2006). La phosphorylation sur S665 est donc une étape cruciale pour 

l’augmentation de la perméabilité.  
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 Figure 9 : Régulation moléculaire de la perméabilité par le VEGF et la kinase Src.  

Suite à la stimulation par le VEGF, Src phosphoryle plusieurs résidus tyrosine tel les 
résidus Y654 de la !-Caténine et Y658 de la VE-Cadhérine (1), menant à leur dissociation 
(2). D’un autre côté, Src active également une cascade moléculaire Src-Vav2-Rac-Pak 
menant à la phosphorylation du résidu S665 de la VE-Cadhérine (3). Ceci enclenche le 
recrutement de la !-arrestine à la VE-Cadhérine, augmentant l’internalisation clathrine-
dépendante de la VE-Cadhérine (4). Finalement, la VE-Cadhérine est transportée par 
endocytose (5). Figure adaptée de Gavard, 2006. 

Il est également intéressant de noter que la p120 Caténine semble agir comme signal 

de rétention à la membrane de la VE-Cadhérine en empêchant son internalisation en y étant 

liée (Xiao, 2005). Cette interaction moléculaire est régulée par la phosphorylation de la 

Y658, qui est située près de la S665. Il est donc concevable qu’il existe une séquence 

d’évènements menant à l’internalisation de la VE-Cadhérine. Ainsi, celle-ci serait précédée 

de la phosphorylation de Y658, qui déplacerait la p120 Caténine, ce qui permettrait la 

phosphorylation de la S665. Entre la liaison du VEGF au VEGFR2, et l’activité de Src, il 

existe plusieurs régulateurs qui assurent la justesse du signal qui est transmis. Les 

prochaines pages auront comme sujet un de ces régulateurs, la phosphatase DEP-1. 
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1.7. DEP-1 

 

La "Density-Enhanced Phosphatase-1" (DEP-1), aussi nommée CD148, PTPRJ et 

PTP$, est une protéine-tyrosine phosphatase de type récepteur (PTP) retrouvée chez 

presque tous les types cellulaires, notamment les cellules endothéliales (Borges, 1996; de la 

Fuente-Garcia, 1998; Honda, 1994; Ostman, 1994; Autschbach, 1999; Lin, 2004). Sa 

structure est composée d’une région extracellulaire de huit domaines fibronectine de type 

III ainsi que d'une portion intracellulaire incluant le domaine catalytique et une petite queue 

carboxy-terminale (Chabot, 2009). Ces substrats incluent plusieurs récepteurs à activité 

tyrosine kinase à facteurs de croissance comme les récepteurs EGFR, PDGF-!, HGFR 

(Met), Ret, Flt3 et le VEGFR2, ainsi que la famille des kinases Src (SFK), ERK1/2 et la 

sous-unité p85 de PI3K (Arora, 2001; Berset, 2005; Chabot, 2009; Ellison, 2010; 

Holsinger, 2002; Iervolino, 2006; Kovalenko, 2000; Lampugnani, 2003; Le Pera, 2005; 

Palka, 2003; Sacco, 2009; Tarcic, 2009; Tsuboi, 2008; Zhu, 2008).  

 

Plusieurs études se sont penchées jusqu’à maintenant sur la régulation et les 

fonctions de DEP-1. Il n’est pas surprenant d’ailleurs qu’elle ait un rôle dans une variété de 

phénomènes, étant donné son expression ubiquitaire. Peu de choses sont connues sur son 

activation. Cependant, dans les cellules CHO, DEP-1 est activée, via un complexe effecteur 

Figure 10 : Structure 

moléculaire de DEP-1. 

La PTP DEP-1 est composée des 
structures suivantes : une région 
extracellulaire composée de 8 
domaines fibronectines, une 
région intracellulaire ainsi qu’une 
queue carboxy-terminale. Figure 
adaptée de Spring, 2012 
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composé de JAK2, SHP-2 et Src, par le Somatostatin Receptor 1 (SSTR1) (Arena, 2007). 

Concernant ses fonctions, dans les cellules épithéliales, elle régulerait la phosphorylation 

des protéines des jonctions serrées (Sallee, 2009).  

DEP-1 semble jouer un rôle important dans la régulation de l’immunité. 

Effectivement, dans les cellules T, elle est impliquée dans la signalisation dépendante des 

"T-Cell Receptors" (TCRs) (Baker, 2001). Elle serait également importante pour 

l’activation des plaquettes et la thrombose (Senis, 2009).  

DEP-1 est impliquée dans plusieurs types de cancers. En effet, jusqu’à maintenant, 

DEP-1 a été suggéré dans la littérature comme étant un suppresseur de tumeur, entres autres 

par sa délétion et par le fait que sa surexpression inhibe la transformation et la prolifération 

des cellules cancéreuses. De plus des études ont signalé la présence de polymorphismes 

(SNP) dans des cancers humains (Ruivenkamp, 2002; Mita, 2010). Elle joue un rôle dans le 

cancer pancréatique (Trapasso, 2004 (joue)), le cancer colorectal (Balavenkatraman, 2006), 

le méningiome (Petermann, 2011), le gliome (Massa, 2004), le cancer du sein (Keane, 

1996) et le cancer de la thyroïde (Iuliano, 2003). D’autres études indiquent plutôt seulement 

qu’une association entre DEP-1 et le cancer colorectal (Toland, 2008; Ruivenkamp, 2002; 

Ruivenkamp, 2003), le cancer du sein (Lesueur, 2005) et le cancer de la thyroïde (Iuliano, 

2004; Iuliano, 2010). Elle est exprimée dans les lymphomes de cellules B mémoires et 

naïves (Dong, 2002). Cependant, elle ne peut pas être utilisée comme marqueur pouvant les 

discerner (Dong, 2002). 

Plus important encore pour ce projet, DEP-1 joue également un rôle dans 

l’angiogenèse. Premièrement, elle serait impliquée dans la régulation de l’urokinase 

receptor (uPAR) dans les cellules endothéliales confluentes (Brunner, 2011). Sa mutation 

embryonnaire par le remplacement de son domaine catalytique par la GFP cause des 

défauts du développement vasculaire (Takahashi, 2003). Les réseaux vasculaires formés 

dans ces conditions se développent inadéquatement, ne formant pas les structures 

complexes et organisées comme dans les réseaux vasculaires matures en condition normale. 

Dans cette même série d’expériences, les auteurs ont remarqué qu’il y avait cependant une 

prolifération accrue des cellules endothéliales lorsque DEP-1 était inactivée. 
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Figure 11 : Mutation embryonnaire de DEP-1 

Expérience d’inactivation de DEP-1 en remplaçant le domaine catalytique avec la GFP. A. 
Marquage avec un anticorps anti-CD31 (spécifique aux cellules endothéliales) du sac 
vitellin d’embryons de souris. Au jour 9,5/10,5 de développement de l’embryon, les 
vaisseaux sanguins des animaux mutants ne forment pas de réseau vasculaire organisé. B. 
Marquage des vaisseaux sanguins avec un anticorps anti-CD31. Au jour 9,5/10,5 il est 
possible de remarquer le développement totalement déficient du système vasculaire chez 
les mutants. Figure tirée de Takahashi, 2003. 

 

Il y a eu d’autres expériences concernant DEP-1 et l’angiogenèse. En effet, elle 

agirait négativement sur la prolifération des cellules endothéliales via l’inhibition de 

contact induite par le VEGF grâce à sa localisation au complexe VE-Cadhérine/!-Caténine 

des jonctions adhérentes (Lampugnani, 2003). Ces expériences ont démontré de plus que la 

phosphorylation du récepteur VEGFR2 dépendrait de DEP-1, indiquant qu’elle serait une 

cible. Ce sont donc pour ces raisons que le laboratoire s’est intéressé initialement à cette 

protéine en particulier. 
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1.8. Travaux antérieurs du laboratoire 

 

Les résultats précédents sur les fonctions de DEP-1 dans les cellules endothéliales 

ont mené notre laboratoire à émettre sa propre hypothèse sur le sujet. Étant donné que DEP-

1 déphosphoryle les récepteurs à activité tyrosine-kinase (dont le VEGFR2), et que le 

VEGFR2 est essentiel pour la régulation de l’angiogenèse, DEP-1 régulerait l’angiogenèse 

via ses effets sur VEGFR2. Ainsi, grâce à plusieurs expériences effectuées, le laboratoire a 

découvert que, dans un premier temps, DEP-1 cible les résidus tyrosine 1054 et 1059 du 

VEGFR2 qui se retrouvent dans sa boucle auto-activatrice, ce qui diminue son activité 

kinase. Ceci mène à une diminution de la phosphorylation de Erk1/2, eNOS et PLC" ainsi 

qu’une diminution de la prolifération des cellules endothéliales (Chabot, 2009), ce qui est 

conséquent avec les résultats obtenus auparavant dans les expériences d’inactivation 

embryonnaire de DEP-1 (Takahashi, 2003). Cependant, les travaux du laboratoire ont 

également révélé que DEP-1 est impliquée dans l’activation de Src en réponse au VEGF en 

ciblant la tyrosine inhibitrice 529 située dans la queue carboxy-terminale de la kinase. Ceci 

interviendrait dans l’activation Src-dépendante d’Akt en réponse au VEGF ainsi que dans la 

survie des cellules endothéliales (Chabot, 2009). 

Figure 12 : Fonctions de DEP-1 

aux jonctions adhérentes.  

DEP-1 est localisée aux jonctions 
adhérentes. D’un côté, la 
phosphatase déphosphoryle le 
VEGFR2 dans sa boucle auto-
activatrice en ciblant les résidus 
tyrosine 1054 et 1059, ce qui 
atténue l’activité kinase du 
récepteur. Ceci mène à la 
diminution de la prolifération des 
cellules endothéliales. D’un autre 
côté, DEP-1 agit positivement sur 

la voie moléculaire Src/Gab1/PI3K/Akt en déphosphorylant la tyrosine inhibitrice 529 de la 
kinase Src. Ceci mène à la promotion  de la survie des cellules endothéliales en réponse au 
VEGF. Figure adaptée de Chabot, 2009. 
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De plus, des résultats récemment obtenus démontrent que les résidus tyrosine 1311 

et 1320 situés dans la queue carboxy-terminale de la phosphatase DEP-1 elle-même sont 

impliqués dans l’activation de Src en recrutant son domaine SH2 (Spring, 2012). Nous 

avons également démontré que DEP-1 est importante pour de nombreux processus 

biologiques qui composent l’angiogenèse, comme l’élongation de capillaires, le 

branchement des capillaires ainsi que l’invasion sur Matrigel. De plus, les résidus tyrosine 

en carboxy-terminal de DEP-1 seraient nécessaires pour les fonctions des cellules 

endothéliales, où DEP-1 joue un rôle. 

 

Figure 13 : Mécanisme d’activation de Src par DEP-1. 

Suite à la stimulation au VEGF (1), DEP-1 devient phosphorylé sur ses résidus tyrosine 
1311 et 1320 (2). Ceci créé un site d’ancrage pour le domaine SH2 de Src (3), libérant la 
tyrosine inhibitrice 529 de Src pour sa déphosphorylation par la DEP-1 (4). Finalement, Src 
devient éventuellement phosphorylée sur sa tyrosine activatrice 418, menant à son 
activation. 
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1.9. But et Hypothèse 

 

Il a été prouvé, grâce à une série de résultats issus d’expériences effectuées dans 

notre laboratoire, que DEP-1 active Src dans les cellules endothéliales en réponse au VEGF 

(Spring, 2012). DEP-1 est localisé aux jonctions adhérentes (Takahashi, 1999), où il agit 

sur une sous-population de Src associée à ces structures et qui représentent la fraction 

activée majoritaire de la kinase lorsqu’il y a stimulation au VEGF (Ha, 2008). De plus, des 

expériences plus récentes prouvent également que les résidus tyrosine 1311 et 1320 

localisés dans la queue carboxy-terminale de DEP-1 sont cruciaux dans cette activation de 

Src par DEP-1 (Spring, 2012).  

Src est d’une importance capitale pour tous les processus moléculaires menant à la 

modulation de la perméabilité vasculaire induite par le VEGF (Park, 2007). Plus 

particulièrement, la kinase phosphoryle la plupart des protéines d’adhésion qui composent 

les jonctions adhérentes afin de médier leur remodelage et l’augmentation de la 

perméabilité vasculaire des cellules endothéliales (Dejana, 2008). 

Le but de cette étude est d’élucider le rôle, positif ou négatif, que joue DEP-1 dans 

la perméabilité vasculaire en réponse au VEGF et d’approfondir la signalisation 

moléculaire sous-jacente de celle-ci. Ainsi, notre hypothèse est que DEP-1 aurait un rôle 

positif dans la promotion de la perméabilité vasculaire en réponse au VEGF. Dans un 

premier lieu, DEP-1 active Src en réponse au VEGF. Nous pensons que cette activation 

mène alors à l’activation, ou tout simplement à la phosphorylation, de plusieurs cibles de 

Src. Ces évènements enclencheraient le remodelage des jonctions adhérentes, augmentant 

la perméabilité vasculaire.  



 

 

30 

1.10. Résumé de l’étude 

 

Pour tester ceci, nous avons élaboré une série d’expériences dans des cellules 

endothéliales afin d’évaluer l’impact exact de DEP-1 sur la phosphorylation des protéines 

d’adhésion, l’intégrité des jonctions cellules-cellules et la perméabilité in vitro. En ciblant 

DEP-1 dans les cellules HUVECs avec des ARNi, nous démontrons ici que DEP-1 est 

important pour la phosphorylation de la VE-Cadhérine sur un site (Y658) phosphorylé par 

Src, ainsi qu’un autre site dont la phosphorylation est dépendante de Src par la voie 

Vav2/Rac/Pak (S665) en réponse au VEGF. L’immunofluorescence de la !-Caténine dans 

des cellules endothéliales déplétées en DEP-1 par des ARNi nous a également permis 

d’observer que DEP-1 est nécessaire pour le relâchement des liens cellules-cellules en 

réponse au VEGF. Des tests de perméabilité in vitro dans des cellules HUVECs 

transfectées aux ARNi montrent que DEP-1 est importante pour l’augmentation de la 

perméabilité en réponse au VEGF. 

La génération d’anticorps phosphospécifiques ciblant les résidus tyrosine 1311 ou 

1320 de DEP-1 nous a permis de confirmer que la phosphatase est phosphorylée en réponse 

au VEGF dans les cellules HUVECs. La surexpression de DEP-1 dans les BAECs 

augmente la phosphorylation sur Y1320 comparativement aux cellules transfectées avec le 

vecteur seul, alors que l’expression du mutant Y1311F/Y1320F bloque la majeure partie de 

la phosphorylation de DEP-1 sur Y1320 dans ces cellules. Finalement, des tests de 

perméabilité in vitro dans les cellules HUVECs transfectées avec des ADNc de DEP-1 

(sauvage, mutante pour ses résidus tyrosine 1311 et 1320, catalytiquement inactive C/S ou 

vecteur seul) démontrent que la surexpression de la phosphatase augmente la perméabilité 

des cellules HUVECs stimulées au VEGF tandis que les mutants de DEP-1 en sont 

incapables. 

Ces résultats obtenus nous permettent de conclure, pour une première fois, que 

DEP-1 joue un rôle positif dans la perméabilité des cellules endothéliales induites par le 
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VEGF. Ceci est induit via son activité sur Src, qui phosphoryle la VE-Cadhérine sur Y658 

et qui active Vav2 ce qui mène éventuellement à la phosphorylation des VE-Cadhérines sur 

S665. Ces évènements moléculaires sont accompagnés d’un relâchement des jonctions 

intercellulaires et d’une augmentation de la perméabilité des cellules endothéliales induite 

par le VEGF. Finalement les résidus tyrosine carboxy-terminales de DEP-1 1311 et 1320 

jouent un rôle crucial dans cette régulation de la perméabilité vasculaire dépendante de Src. 

 



 

 

Chapitre 2 : Matériel et méthodes 

 

Culture cellulaire.  

Les cellules HUVEC (Human umbilical vascular endothélial cells, Cascade Biologics) ont 

été cultivées (passages 1 à 4) sur des pétris de culture préalablement gélatinisés (0,2%) et 

maintenues dans du milieu M200 (Invitrogen) complété avec le supplément de culture 

LSGS (Low Serum Growth Supplement) kit ainsi que de la gentamycine (Wisent) à 

50µg/ml à 37oC avec 5% CO2. Les cellules BAEC (Bovine aortic endothelial cells, 

Clonetics/Lonza) ont été cultivées dans le milieu de culture DMEM (Dulbecco modified 

Eagle medium) supplémenté de 10% de sérum bovin fétal (FBS) ainsi que de la 

gentamycine à 50µg/ml à 37oC avec 5% CO2. 

 

Réactifs et anticorps.  

Le VEGF-A (utilisé à 50ng/ml) humain recombinant à été obtenu de la "Resources Branch 

Preclinical Repository of the National Cancer Institute - Cancer Research and Development 

Center". Le Fluorescein isothiocyanate (FITC) – dextran (poids moléculaire 40 ou 2000 

kDa) a été acheté chez Sigma-Aldrich. Les anticorps primaires suivants ont été utilisés : 

l’anticorps  anti-!-Caténine (1/1000) de chez BD Transduction Laboratories, l’anticorps 

anti-Src (clone 36D10) (1/1000), l’anticorps anti-pY172 Vav2 (1/1000) et l’anticorps anti-

VE-Cadhérine XP (1/1000) de chez Cell Signaling Technologies, l’anticorps pY418 Src 

(1/1000), l’anticorps pY658 VE-Cadhérine (1/1000) de chez Invitrogen, l’anticorps anti-

DEP-1 souris (1/500) et l’anticorps anti-DEP-1 chèvre (1/500) de chez R&D Technologies,  

l’anticorps  anti-PLC" (1/1000) et l’anticorps anti-Src (clone GD11) (1/1000) de chez 

Upstate/Millipore. Tous les anticorps secondaires proviennent de chez Cell Signaling 

Technologies. L’anticorps anti-Vav2 (1/20000) est un don généreux de la part de Dr. Sarita 
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K. Sastry (Department of Biochemistry & Molecular Biology, Sealy Center for Cancer Cell 

Biology, University of Texas Medical Branch). L’anticorps pS665 VE-Cadhérine (1/500) est 

un don généreux de la part de Dr. Julie Gavard (Institut Cochin, Université Paris Descartes, 

UMR-CNRS). Les anticorps phosphospécifiques pY1311 DEP-1 et pY1320 DEP-1 ont été 

générés pour le laboratoire par GeneScript contre les peptides suivant : 

CQKDSKDLI[pY1311]QNT et CKDSKVDLIYQNTTAMTI[pY1320]EN respectivement. 

 

Constructions d’ADNc.  

Les plasmides encodant DEP-1 WT ainsi que le mutant C/S qui sont dans le vecteur pmT2 

(DEP-1 cloné dans le site EcoR1, sous le contrôle du promoteur AD MLP (Adenovirus 

Major Late Promotor)), ont été fournis par Nicholas Tonks (Cold Spring Harbor 

Laboratory, NY, USA) (Ostman, 1994). Les mutants DEP-1 Y1311F, Y1320F et 

Y1322F/Y1320F ont été générés tel que décrit (Spring, 2012). 

 

 

Immunodétection et immunoprécipitation.  

Les cellules ont été solubilisées avec un tampon de lyse Hepes 50mM pH 7,5 contenant 

0,5% Triton X-100, 0,5% Nonidet P0, 10% glycérol, 1mM EDTA, 150mM NaCl, 1mM 

phénylméthanesulfonyl fluoride (PMSF), 1mM Sodium Vanadate (Na3VO4), 5mM Sodium 

Fluoride (NaF), 10µg/ml d'Aprotinin et 10µg/ml de Leupeptin. La concentration des lysats 

protéiques obtenus a été déterminée par technique de micro-Bradford et les protéines ont 

été  séparées (entre 30 et 50µg) en les soumettant à l’électrophorèse sur gel SDS-

polyacrylamide 8%, puis en les transférant sur une membrane de nitrocellulose (Hybond). 

Les membranes ont été bloquées une heure avec une solution de BSA 5% (dans le tampon 

TBST) sauf pour les membranes utilisées pour l’immunodétection de DEP-1, qui ont été 

bloquées avec une solution de Lait 5% (dans le tampon TBST). L’immunobuvardage a été 

effectué en utilisant les anticorps primaires indiqués entre 16 et 24 heures, suivi de lavages 

de 20 et 5 minutes dans le tampon TBST, d’une incubation d’une heure avec l’anticorps 
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secondaire approprié (dilué dans le tampon TBST) et finalement de 4 lavages successifs de 

5 minutes dans le tampon TBST. La détection des l’anticorps a été réalisée en utilisant un 

système de détection à base de chimioluminescence (ECL de chez Amercham ou Visualizer 

kit de chez Millipore) avec les anticorps secondaires appropriés. La densitométrie a été 

effectuée avec le programme Quantify OneTM.  

 

Phosphorylation endogène de DEP-1 dans les HUVECs.  

Les HUVECs ont été étalées à 30 000 cellules par cm2 dans des pétris de culture de 60mm 

de diamètre. Puis, quarante-deux heures plus tard, les cellules ont été sevrées six heures 

dans le milieu M200 puis stimulées au VEGF (50ng/ml) pour les temps indiqués. Ensuite 

elles ont été lysées telles que décrites dans la section Immunobuvardage. 

 

Transfection des ARNi dans les HUVECs.  

Les ARN interférents (ARNi) ciblant DEP-1 (cible 5’-ACCCGTATCTTCTACAATCAA-

3’) (Hs_PTPRJ_3 No catalogue = SI00044268) et contrôles (AllStars Neg. Control No 

Catalogue = 1027281) ont été obtenus de chez QIAGEN. Les cellules HUVECs ont été 

étalées à 22 000 et 30 000 cellules par cm2 puis transfectées vingt-quatre heures plus tard 

avec des ARNi (à une concentration de 50 ou 75µM) en utilisant le réactif DharmaFECT #4 

(Dharmacon), suivant les instructions fournies par le manufacturier. Le milieu a été changé 

suivant une incubation de seize heures et les cellules ont été incubées pour un vingt-quatre 

heures additionnel. Les cellules ont ensuite été sevrées six heures dans le milieu M200 et 

stimulées au VEGF (50ng/ml) pour les temps indiqués, puis lysées comme dans la section 

Immunobuvardage. 
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Transfection d’ADNc de DEP-1 dans les BAECs et les HUVECs.  

Les cellules BAECs ont été étalées à 2,1x106 cellules dans des pétris de culture de 100mm 

de diamètre et transfectées vingt-quatre heures plus tard avec 3µg d’ADNc en utilisant le 

réactif Lipofectamine 2000 (Invitrogen) selon les instructions du manufacturier. Les 

cellules ont été incubées seize heures, puis le milieu a été remplacé par le milieu de culture 

supplémenté. Huit heures plus tard, les cellules ont été sevrées pendant seize heures dans le 

DMEM seul avec la gentamycine à 50µg/ml et ensuite stimulées pour les temps indiqués et 

lysées comme dans la section Immunobuvardage. Les cellules HUVECs ont été étalées à 

1,188x106 cellules dans des pétris de culture de 100mm de diamètre et transfectées dix-huit 

heures plus tard avec 15µg d’ADNc en utilisant le réactif Lipofectin (Invitrogen) selon les 

instructions du manufacturier. Les cellules ont été incubées 8 heures puis utilisées pour 

effectuer des expériences de perméabilité in vitro comme expliqué dans la section Test de 

perméabilité endothéliale ou étallées (2x105 cellules dans des pétris de 60mm de diamètre 

pré-gélatinisés) afin de les lysées pour déterminer l’efficacité de la surexpression de DEP-1. 

 

Immunofluorescence.  

Les cellules HUVECs ont été étalées puis transfectées aux ARNi tel que décrit dans la 

section Transfection des ARNi dans les HUVECs. Six heures plus tard, 2x105 cellules ont 

été étalées sur des lamelles de verre préalablement gélatinisés (0,2%) dans une plaque de 24 

puits de culture. Vingt-quatre heures plus tard les cellules ont été sevrées deux heures dans 

le milieu M200 puis stimulées pour les temps indiqués. Elles ont été fixées dans la 

formaldéhyde (3,7%), perméabilisées avec le Triton X-100 (0,2%) et bloquées dans une 

solution de sérum bovin fétal (FBS) (8%) pendant 30 minutes. Les lames ont été incubées 

une heure avec l’anticorps primaire contre la !-Caténine et 45 minutes avec l’anticorps 

secondaire anti-souris couplé au fluorochrome Alexa488. Les lamelles ont ensuite été 

montées avec le réactif ProLong Gold (avec DAPI) de Invitrogen/Molecular Probes. Elles 

ont été visualisées avec le microscope Nikon Eclipse E600 en utilisant le programme NIS 
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Elements avec des temps d’exposition de 200ms pour le DAPI et de 2s pour le Vert (!-

Caténine). 

 

 

Test de perméabilité endothéliale.  

Les cellules HUVECs ont été étalées et transfectées avec des ARNi comme dans la section 

Transfection des ARNi dans les HUVECs ou étalées et transfectées avec des ADNc 

comme dans la section Transfection d’ADN de DEP-1 dans les BAECs et les HUVECs. 

Puis six heures après, 9x104 ou 3x105 cellules (pour les expériences de perméabilité suite à 

la transfection d'ADNc ou d’ARNi, respectivement) ont été étalées. Cet étalement a été 

effectué en triplicata dans des inserts PET Transwell (pores de 1,0µm, diamètre de 6,5mm) 

(Falcon BD) préalablement incubés deux heures à température pièce avec une solution de 

collagène de queue de rat type I (Sigma Aldrich) (à 50µg/ml). Le jour suivant le milieu de 

culture a été changé, puis le lendemain les cellules ont été sevrées 1 ou 2 heures dans le 

milieu M200. Ensuite les cellules ont été traitées au VEGF (50ng/ml) en présence de FITC-

Dextran (40kDa pour les expériences de perméabilité suite à la transfection d’ADNc ou 

2000kDa pour les expériences de perméabilité suite à la transfection d’ARNi) à une 

concentration de 1mg/ml. La perméabilité à travers la monocouche de cellules endothéliales 

a été mesurée en prenant des aliquots de 50µl de la chambre inférieure. Ceux-ci ont été 

dilués dans 200µl de milieu M200. La fluorescence des échantillons a été enregistrée à 

520nm (excitation à 498nm) avec le lecteur de fluorescence Victor3 (Perkin-Elmer), puis 

normalisée grâce à un blanc (250µl de milieu M200). Les différences statistiques ont été 

calculées avec le test Mann-Whitney. 
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Chapitre 3 : Résultats 

 

DEP-1 est impliquée dans la phosphorylation de la VE-Cadhérine 

dépendante du VEGF.  

La phosphorylation de la VE-Cadhérine a été étudiée en premier afin de sonder la 

signalisation moléculaire sous-jacente de l’implication de DEP-1 dans la perméabilité 

endothéliale induite par le VEGF. Le raisonnement derrière cette décision est que notre 

laboratoire a déjà démontré le rôle de DEP-1 dans l’activation de Src en réponse au VEGF 

(Chabot, 2009). De plus, Src joue un rôle dans la phosphorylation sur tyrosine des protéines 

d’adhésion telles que les VE-Cadhérines (indicatrice de dissociation des jonctions 

adhérentes (Chou, 2002; Weis, 2004)) et dans la phosphorylation sur sérine de la VE-

Cadhérine via Vav2 (indicatrice de l’internalisation de la VE-Cadhérine, (Gavard, 2006). 

Afin de savoir si l’activité de DEP-1 sur Src pouvait affecter les cibles se retrouvant en aval 

de la kinase, des expériences de transfection d’ARNi ont été effectuées dans les cellules 

endothéliales HUVECs. Ces cellules sont de type endothéliales humaines, utilisées en 

culture primaire. En premier lieu, il est possible de constater que la phosphorylation du 

résidu 658 de la VE-Cadhérine augmente suite à la stimulation des HUVECs au VEGF, et 

ce en même temps que la phosphorylation de la tyrosine activatrice 418 de Src. Cependant, 

les niveaux de phosphorylation sur tyrosine 658 de la VE-Cadhérine et la tyrosine 418 de 

Src sont réduits dans les cellules où l’expression de DEP-1 a été inhibée (Figure 14). Ce 

site est une cible de phosphorylation directe par Src ainsi que le site d’association entre la 

VE-Cadhérine et la p120 Caténine (Potter, 2005), une association d’une grande importance 

pour l’intégrité des jonctions adhérentes (Hatanaka, 2011). Ainsi, il est possible d’imaginer 

qu’il y a dissociation de ces deux protéines d’adhésion en réponse au VEGF dans les 

cellules contrôles, et que cette dissociation se produit à bien moins grande échelle dans les 

cellules dont l’expression de DEP-1 a été réduite. Les niveaux de phosphorylation sur 

tyrosine 172 de Vav2 sont également diminués dans les cellules transfectées avec des ARNi 
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ciblant DEP-1 comparativement aux cellules transfectées avec des ARNi contrôles. Plus 

important encore, la phosphorylation sur sérine 665 de la VE-Cadhérine diminue dans les 

mêmes conditions, lorsque l’expression de DEP-1 est inhibée. Il est nécessaire de 

remarquer que les phosphorylations des résidus tyrosine 658 de la VE-Cadhérine et 172 de 

Vav2 ne sont pas complètement inhibée, ou du moins pas autant que le résidu tyrosine 418 

de Src, surtout en ce qui concerne le temps de 7 minutes. Ceci peut être dû au fait qu’il y a 

une activité de phosphorylation envers ces résidus qui ne dépend pas de Src. Le résidu 

tyrosine 172 de Vav2 est un site de phosphorylation par Src en réponse au VEGF (Gavard, 

2006) et signe de son activation, tandis que le site sérine 665 de la VE-Cadhérine, même 

s’il n’est pas une cible directe de phosphorylation par Src, est largement dépendant de 

l’activité de Vav2 (Gavard, 2006) (Figure 14). Ce site est important pour l’internalisation 

de la VE-Cadhérine, un phénomène qui, bien sûr, est une partie importante de l’intégrité 

des jonctions adhérentes. Ces résultats moléculaires suggèrent donc qu’il y a possiblement 

une perturbation de la capacité des cellules endothéliales qui expriment moins de DEP-1 à 

dissocier leurs jonctions adhérentes en réponse à une stimulation au VEGF. 
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Figure 14 : La diminution de l’expression de DEP-1 diminue la phosphorylation des 
résidus de la VE-Cadhérine en réponse au VEGF.  

Les cellules HUVECs ont été transfectées avec des ARNi (75nM) ciblant DEP-1 puis 
stimulées au VEGF (50ng/ml). La phosphorylation des résidus Y658 et S665 de la VE-
Cadhérine, Y418 de Src et Y172 de Vav2 a été déterminée en immunobuvardant les lysats 
protéiques (30µg) avec des anticorps phospho-spécifiques. Puis les anticorps ont été 
décrochés avec une solution acide (Re-Blot Plus Strong, Millipore) et les membranes ont 
été immunodétectées avec les anticorps ciblant les protéines elles-mêmes pour démontrer 
des niveaux protéiques égaux. La diminution de l’expression de DEP-1 a été confirmée en 
immunodétectant les lysats cellulaires avec l’anticorps reconnaissant DEP-1. n = 3 
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DEP-1 est importante pour le relâchement des jonctions intercellulaires.  

Après avoir déterminé l’impact moléculaire de DEP-1 sur des voies de signalisation ayant 

une importance dans l’association des protéines d’adhésion ainsi que d’autres voies de 

signalisation ayant une importance dans l’internalisation de la VE-Cadhérine, la 

localisation de la !-Caténine par microscopie à immunofluorescence a par la suite été 

investiguée afin de visualiser directement l’impact de DEP-1 sur le relâchement des liens 

cellules-cellules dans les cellules endothéliales HUVECs en réponse au VEGF. Le choix 

d’utiliser l’anticorps ciblant la !-Caténine s’explique par le fait que cette protéine se 

localise bien à la membrane des cellules endothéliales, et que le relâchement des liens 

intercellulaires en réponse au VEGF s’observe aisément (Figure 15). En effet, il est 

possible de constater chez les cellules transfectées avec des ARNi contrôles stimulées au 

VEGF qu’il y ait une perte de liens cellules-cellules entre certaines cellules HUVECs ainsi 

que ce qui semble être des liens en train de se dissocier. Le temps de stimulation pour cette 

expérience est de 30 minutes, qui est le temps de stimulation le plus long de l’expérience 

précédente. Des expériences préliminaires ont été faites avec 0, 7, 15 et 30 minutes de 

stimulation au VEGF, mais seul le temps de 30 minutes a été conservé, car il était le seul où 

le phénomène était visible d’une manière suffisamment convaincante. Les cellules dont les 

liens intercellulaires ne sont pas encore tout à fait défaits ne sont connectées entre elles qu’à 

quelques points. Il est également possible de voir que le signal de la !-Caténine diminue 

aux sites de liens cellules-cellules, indiquant peut-être une dégradation de cette protéine ou 

une relocalisation vers le cytoplasme et/ou le noyau. Chez les cellules transfectées avec des 

ARNi ciblant DEP-1, il n’y a vraisemblablement plus de relâchement des liens 

intercellulaires en réponse au VEGF. Effectivement, ces cellules ne semblent pas réagir à la 

stimulation au VEGF, que ce soit concernant les liens cellules-cellules qui ne se défont pas 

ou le signal de la !-Caténine qui ne diminue pas. Ainsi, ces résultats suggèrent fortement 

que DEP-1 est nécessaire pour le remodelage des liens intercellulaires, d’une part par son 

implication dans les voies de signalisation régulant la phosphorylation de la VE-Cadhérine 

et d’autre part par son importance dans le relâchement des liens cellules-cellules en réponse 

au VEGF. Ces résultats mènent alors à croire que DEP-1 pourrait véritablement avoir un 
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rôle à jouer dans l’induction de la perméabilité des monocouches de cellules endothéliales 

induite par le VEGF. 
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Figure 15 : La déplétion de DEP-1 empêche le relâchement des liens intercellulaires 

induit par le VEGF.  

Les cellules HUVECs ont été transfectées avec les ARNi (75nM) puis étalées sur des 
lamelles de microscopie préalablement gélatinisées. Une fois la confluence atteinte, les 
cellules ont été stimulées au VEGF (50ng/ml) pendant 30 minutes puis fixées, 
perméabilisées et incubées avec l’anticorps ciblant la !-Caténine. Parallèlement, des 
cellules ont été ensemencées dans des pétris et cultivées dans les mêmes conditions puis 
lysées afin de déterminer l’efficacité des ARNi. Les niveaux protéiques de DEP-1 et PLC" 
ont été déterminés en immunobuvardant les lysats cellulaires avec des anticorps ciblant ces 
protéines. n = 3 
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DEP-1 est nécessaire pour la perméabilité vasculaire in vitro induite par 

le VEGF.  

Suite à l’évaluation du rôle de DEP-1 dans la signalisation régulant les jonctions adhérentes 

et à la visualisation directe des liens entre les cellules endothéliales, l’impact de DEP-1 

dans la perméabilité endothéliale a ensuite été déterminé. À cette fin, des expériences de 

perméabilité in vitro des cellules HUVECs ont été effectuées. Le temps de stimulation est 

le même que dans l’expérience précédente d’immunofluorescence (Figure 15), soit 30 

minutes. Étant donné que l’expérience de perméabilité in vitro représente en fait qu’un seul 

temps, celui de 30 minutes a été choisi pour être le même que pour l’expérience précédente 

de fluorescence et également, car il contient les temps de 0, 7, 15 et 30 minutes 

préalablement utilisés dans la première expérience (Figure 14). Dans les cellules contrôles, 

il est possible de remarquer une augmentation de la perméabilité en réponse au VEGF, et ce 

d’environ 100% (Figure 16). Cependant, dans les cellules préalablement transfectées avec 

des ARNi ciblant DEP-1, cette augmentation a été totalement renversée. Il est même 

possible d’observer une légère diminution de la perméabilité entre les cellules contrôles non 

stimulées et les cellules ayant une expression de DEP-1 diminuée, cependant celle-ci n’est 

pas statistiquement significative. Ce résultat démontre que DEP-1 joue un rôle crucial dans 

la perméabilité des cellules endothéliales in vitro en réponse au VEGF. Puisque nous avons 

préalablement montré que DEP-1 active Src via ses résidus Y1311 et Y1320 (Spring, 

2012), nous nous sommes ensuite penchés sur la phosphorylation de ces résidus en réponse 

au VEGF ainsi que sur leurs rôles dans la promotion de la perméabilité induite par le 

VEGF. 
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Figure 16 : La réduction de l’expression de DEP-1 renverse l’augmentation de la 
perméabilité induite par le VEGF.  

Les cellules HUVECs ont été transfectées avec des ARNi (50nM) puis étalées sur des 
inserts de perméabilité. Ensuite elles ont été cultivées deux jours jusqu’à la formation d’une 
monocouche de cellules étanche. Puis les cellules ont été sevrées et stimulées 30 minutes au 
VEGF (50ng/ml) en présence de FITC-Dextran (2000kDa) (1mg/ml). Des aliquots ont été 
prélevés dans la chambre inférieure sous l’insert et la perméabilité a été déterminée en 
mesurant la fluorescence émise par le FITC. n = 4 
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Caractérisation des anticorps p
Y1311

 DEP-1 et p
Y1320

 DEP-1.  

Afin de déterminer la phosphorylation des résidus Y1311 et Y1320 DEP-1 dans les cellules 

endothéliales, des anticorps phosphospécifiques reconnaissant ces résidus ont été générés 

par la compagnie GeneScript puis caractérisés. La première partie de cette caractérisation 

est une expérience de transfection de DEP-1 C/S (mutant catalytiquement inactif) et Src 

Y527F (constitutivement actif) (Figure 17A). La cotransfection de la kinase active et de 

DEP-1 augmente la phosphorylation des résidus Y1311 et Y1320. Cependant, la mutation 

de ces sites abolit toute phosphorylation, ce qui indique que ces anticorps reconnaissent des 

signaux spécifiques. La deuxième partie de cette caractérisation était de valider le signal de 

ces anticorps dans les cellules endothéliales où des expériences de transfection d’ARNi ont 

été effectuées. Étant donné qu’il s’agit d’expériences ayant uniquement pour but de 

confirmer la spécificité des anticorps, l’inhibiteur de phosphatases général Pervanadate a 

également été utilisé afin d’augmenter le signal de phosphorylation de ces résidus. Ainsi, il 

est clair ici que les niveaux de phosphorylation de Y1311 et Y1320 de DEP-1 augmentent 

en réponse au VEGF dans les cellules contrôles et que le signal diminue lorsque 

l’expression de DEP-1 est inhibée dans les cellules stimulées, et ce pour les deux anticorps 

(Figure 17B). Ces expériences, lorsque considérées dans leur ensemble, démontrent que les 

anticorps pY1311 DEP-1 et pY1320 DEP-1 sont bel et bien spécifiques. Cependant, bien que 

ces expériences nous aient permis de valider les signaux que donnent ces anticorps dans les 

cellules HUVECs, elles ne représentent pas une situation normale ou même idéale de 

stimulation de cellules endothéliales par le VEGF étant donné qu’elles ont été faites en 

présence d’un inhibiteur de phosphatases, principales responsables de la déphosphorylation 

dans les cellules (Tonks, 2006). La prochaine étape était alors de regarder le signal que 

donnent ces anticorps en absence de cet inhibiteur lors d’une stimulation des cellules 

endothéliales au VEGF. 
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Figure 17 : Les anticorps p
Y1311

 DEP-1 et 
pY1320

 DEP-1 sont spécifiques, et DEP-1 est 
phosphorylée sur ses résidus carboxy-terminaux Y1311 et Y1320 en réponse au VEGF 

dans les cellules HUVECs.  

A. Les cellules 293T ont été transfectées puis cultivées à confluence. Ensuite elles ont été 
lysées afin d’obtenir des lysats protéiques. La phosphorylation des résidus Y1311 et Y1320 
de DEP-1 a été démontrée en immunobuvardant les lysats protéiques (50µg) avec des 
anticorps phospho-spécifiques. Puis les anticorps ont été enlevés par traitement avec une 
solution acide (Re-Blot Plus Strong, Millipore) et les membranes ont été immunobuvardées 
à nouveau avec l’anticorps ciblant DEP-1 afin de confirmer l’expression des protéines 
résultant de la transfection d’ADN. Ces mêmes lysats cellulaires ont été immunobuvardés 
avec l’anticorps contre Src afin de vérifier des niveaux égaux de chargements. Résultats 
tirés de Spring, 2012. B. Les cellules HUVECs ont été transfectées aux ARNi (50ng/ml) 
puis cultivées à confluence. Ensuite elles ont été traitées au Pervanadate, stimulées au 
VEGF (50ng/ml) puis lysées afin d’obtenir des lysats protéiques. La phosphorylation des 
résidus Y1311 et Y1320 de DEP-1 a été démontrée en immunobuvardant les lysats 
protéiques (30µg) avec des anticorps phospho-spécifiques. Puis les anticorps ont été 
enlevés par traitement avec une solution acide (Re-Blot Plus Strong, Millipore) et les 
membranes ont été immunobuvardées à nouveau avec l’anticorps ciblant DEP-1 afin de 
confirmer l’efficacité des ARNi. Ces mêmes lysats cellulaires ont été immunobuvardés 
avec l’anticorps contre Src afin de vérifier des niveaux égaux de chargements. n = 3 
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Phosphorylation des résidus tyrosine 1311 et 1320 de DEP-1 en 

réponse au VEGF dans les cellules HUVECs.  

Des résultats obtenus dans notre laboratoire ont montré que la phosphorylation de DEP-1 

sur ses résidus carboxy-terminaux était requise pour l’activation de Src induite par le VEGF 

(Spring, 2012). Nous caractérisons donc ici la phosphorylation de DEP-1 en parallèle avec 

la phosphorylation de la Y418 activatrice de Src (Figure 18). DEP-1 est la cible de 

plusieurs phosphatases, incluant elle-même (Spring, 2012). Pour cette raison nous avons 

étudié sa phosphorylation très rapidement après la stimulation au VEGF. Ainsi, les 

HUVECs ont été cultivées deux jours jusqu’à l’atteinte de la confluence, et elles ont ensuite 

été stimulées au VEGF 30 secondes, 1 minute, 1 minute 30 secondes, 2 minutes, 7 minutes 

et 15 minutes. Comme la figure 18 le démontre, les résidus Y1311 et Y1320 de DEP-1 sont 

phosphorylés rapidement à 30 secondes, atteignant un maximum vers 1 minute 30 secondes 

/ 2 minutes, puis ces phosphorylations diminuent pour retrouver un niveau basal vers 7 

minutes de stimulation au VEGF. Ceci confirme alors le bien-fondé de notre décision de 

préconiser une cinétique plus exhaustive, car la majorité du phénomène se produit avant 7 

minutes de stimulation au VEGF. De plus, ces phosphorylations surviennent d’une manière 

concomitante avec la phosphorylation de la tyrosine activatrice 418 de Src. Ces résultats 

supportent notre conclusion que ces résidus tyrosine sont impliqués dans l’activation de Src 

en réponse au VEGF, puisqu’ils sont phosphorylés dans les mêmes temps que Src et que 

nous avons démontré qu’ils sont requis pour la phosphorylation de Src et de ses substrats 

dans ces conditions (Spring, 2012). Afin de valider davantage le rôle des résidus tyrosine 

1311 et 1320 de DEP-1 dans leur capacité de promouvoir l’activation de Src en réponse au 

VEGF, nous avons ensuite étudié la phosphorylation de DEP-1 dans les cellules 

transfectées avec la phosphatase et un mutant non phosphorylable  (Y1311F/Y1320F). 
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Figure 18 : DEP-1 est phosphorylée sur Y1311 et Y1320 en réponse au VEGF dans les 
cellules HUVECs, d’une façon concomitante avec la phosphorylation sur Y418 de Src.  

Les cellules HUVECs ont été mises en culture deux jours jusqu’à la confluence, sevrées six 
heures, stimulées au VEGF (50ng/ml), puis lysées afin de produire des lysats protéiques. La 
phosphorylation des résidus Y1311 et Y1320 de DEP-1 ainsi que Y418 de Src a été 
déterminée en effectuant des immunobuvardages des lysats cellulaires (30µg) avec des 
anticorps phospho-spécifiques. Puis les anticorps ont été dissociés avec une solution acide 
(Re-Blot Plus Strong, Millipore) pour permettre de confirmer les niveaux égaux de 
protéines en immunobuvardant les membranes avec des anticorps ciblant DEP-1 et Src. n = 
3 
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La transfection de DEP-1 sauvage augmente la phosphorylation sur 

Y1320 tandis que la transfection de DEP-1 Y1311F/Y1320F la diminue.  

Nous avons effectué des expériences de transfection d’ADNc dans les cellules 

endothéliales afin de vérifier le niveau de phosphorylation de DEP-1 dans ces conditions. 

Ces expériences ont consisté essentiellement en la transfection de constructions d’ADN 

(vecteur vide pmT2, DEP-1 sauvage, DEP-1 mutée aux résidus tyrosine 1311 et 1320 ou 

plus simplement DEP-1 YY/FF) dans les cellules endothéliales BAECs, puis la stimulation 

de celles-ci au VEGF. Pour cette expérience, ce sont les cellules BAECs, des cellules 

endothéliales bovines utilisées en culture primaire également, qui ont été choisies, car elles 

permettent une plus grande surexpression de DEP-1. Le choix des temps de stimulation est 

pratiquement le même que dans les HUVECs, sauf pour le temps de 1 minute qui a été 

écarté pour simplifier, car il a été jugé moins important dans les expériences précédentes. 

La phosphorylation de la tyrosine 1320 de DEP-1 a été choisie dans cette expérience, car 

des expériences dans notre laboratoire nous ont démontré que cet anticorps donnait le 

signal le plus spécifique et que ce résidu semble être le plus important dans l’activation de 

Src par DEP-1 (Spring, 2012). Les résultats de ces transfections montrent que la 

phosphorylation de la tyrosine 1320 de DEP-1 augmente lorsque la protéine est 

surexprimée dans les cellules endothéliales BAECs (Figure 19). En effet, bien qu’il y ait un 

niveau basal de phosphorylation dans les cellules transfectées au vecteur vide pmT2, ce 

niveau augmente lorsque la construction sauvage de DEP-1 est transfectée, et ce surtout au 

temps de phosphorylation maximal de ce résidu, qui semble être à 30 secondes dans ces 

conditions. Par contre, il n’y a plus de phosphorylation retrouvée dans les lysats de cellules 

transfectées avec le double mutant DEP-1 YY/FF stimulées 7 minutes au VEGF 

comparativement aux cellules contrôles. Ainsi, il y a une portion du signal de pY1320DEP-1 

dans les conditions de surexpression de DEP-1 sauvage qui est spécifique au DEP-1 

surexprimée, ce qui n’est pas le cas lorsque DEP-1 YY/FF est surexprimée. De plus, la 

phosphorylation endogène sur tyrosine 1320 dans les cellules endothéliales est récapitulée 

ici. D’autres expériences dans le laboratoire ont montré que l’expression de DEP-1 bloque 

l’activation de Src dans les cellules endothéliales (Spring 2012). Ces résultats démontrent 
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donc que dans ces mêmes conditions, DEP-1 n’est plus phosphorylé sur Y1320, confirmant 

donc les conclusions du laboratoire à savoir que la phosphorylation de DEP-1 est 

strictement nécessaire pour  l'activation de Src.  
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Figure 19 : La transfection de DEP-1 YY/FF bloque entièrement la phosphorylation  
sur Y1320 dans les cellules endothéliales stimulées au VEGF.  

Les cellules BAECs ont été transfectées avec le vecteur seul ou DEP-1 sauvage ou muté 
pour ses résidus tyrosine 1311 et 1320. Un jour plus tard, elles ont été sevrées 16h puis 
stimulées au VEGF (50ng/ml) et lysées afin de produire des lysats cellulaires. La 
phosphorylation de Y1320DEP-1 a été déterminée en immunobuvardant les lysats protéiques 
(30µg) avec un anticorps phosphospécifique. Les niveaux de la protéine DEP-1 elle-même 
ont également été déterminés en immunobuvardant des lysats cellulaires en utilisant un 
anticorps ciblant DEP-1. n = 4 
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Les résidus tyrosine 1311 et 1320 sont essentiels pour la promotion de la 

perméabilité des cellules HUVECs stimulées au VEGF.  

Suite à la démonstration de la phosphorylation de DEP-1 sur Y1311 et Y1320 ainsi que du 

rôle de ces résidus dans l'activation de Src en réponse au VEGF (Spring, 2012), nous avons 

voulu vérifier leur implication dans la promotion de la perméabilité vasculaire médiée par 

le VEGF.  Pour ce faire, des expériences de perméabilité endothéliales in vitro ont été 

effectuées en utilisant des cellules HUVECs préalablement transfectées avec les 

constructions d’ADN suivantes : le vecteur vide pmT2, DEP-1 sauvage, DEP-1 YY/FF et 

DEP-1 C/S (mutant catalytiquement inactif). Ainsi il est possible d’observer que la 

surexpression de DEP-1 sauvage augmente significativement la perméabilité des cellules 

HUVECs stimulées (Figure 20). Cette augmentation de perméabilité est abrogée lorsque 

que la forme mutante YY/FF est transfectée, à un point tel que le niveau de perméabilité est 

inférieur à celui retrouvé dans les cellules transfectées avec le vecteur seul ce qui semble 

indiquer un effet de mutant dominant négatif pour DEP-1 YY/FF. Ceci confirme donc que 

les résidus tyrosine de DEP-1, impliqués dans l’activation de Src, sont nécessaires pour la 

perméabilité de monocouche de cellules HUVECs stimulées par le VEGF. Lorsque la 

forme catalytiquement inactive DEP-1 C/S est transfectée, la diminution de l’activation de 

la perméabilité des cellules HUVECs est quand même observée, mais pas d’une manière 

aussi marquée que ce que l’on retrouve chez les cellules transfectées au mutant YY/FF. En 

effet, le niveau de perméabilité revient plutôt au niveau retrouvé chez les cellules 

transfectées avec le vecteur seul. 
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Figure 20 : Les résidus Y1311 et Y1320 de DEP-1 sont impliqués dans l’activation de 

la perméabilité des cellules HUVECs stimulées au VEGF.   

Les cellules HUVECs ont été transfectées avec l’ADNc du vecteur seul (pmT2), de DEP-1 
sauvage (WT), de DEP-1 mutée pour ses deux résidus tyrosine carboxy-terminales 1311 et 
1320 (YY/FF) et de DEP-1 catalytiquement inactive (C/S) puis étalées sur des inserts de 
perméabilité. Les cellules ont ensuite été cultivées deux jours jusqu’à la formation d’une 
monocouche de cellules étanche. Ensuite elles ont été sevrées puis stimulées au VEGF 
(50ng/ml) en présence du FITC-Dextran (40kDa) (1mg/ml). La perméabilité a été mesurée 
en prélevant des aliquots de la chambre inférieure sous les inserts et en mesurant la 
fluorescence émise par le FITC. Parallèlement, des cellules ont été ensemencées dans des 
pétris de culture dans les mêmes conditions puis lysées afin de déterminer l’efficacité de la 
transfection des ADNc codant pour DEP-1. Ces lysats protéiques ont été immunobuvardés 
avec des anticorps ciblant DEP-1 et PLC" pour confirmer les niveaux égaux de chargement. 
n = 3   



 

 

Chapitre 4 : Discussion 

 

À travers ces travaux, nous démontrons que DEP-1 est absolument cruciale pour la 

perméabilité endothéliale induite par le VEGF. En premier lieu, nous soulevons qu’en plus 

d’activer Src en réponse au VEGF, ce qui était déjà connu, DEP-1 contribue à la 

phosphorylation activatrice de Vav2 et la phosphorylation sur Y658 et S665 des VE-

Cadhérines. Ceci a été accompli grâce à des expériences d’inhibition de DEP-1 endogène 

en utilisant des ARN interférents dans les cellules endothéliales HUVECs. En effet, il est 

possible de voir une phosphorylation de la tyrosine activatrice 418 de Src, une 

phosphorylation des résidus Y172 de Vav2 et S665 de la VE-Cadhérine dans les cellules 

transfectées aux ARNi non spécifiques (contrôles) (Figure 14). Précédemment, dans la 

littérature, l’activation de Vav2 et la phosphorylation de S665 de VE-Cadhérine a été 

associée à l’internalisation !-arrestine-dépendante de la VE-Cadhérine et à une 

augmentation de la perméabilité de la monocouche endothéliale in vitro (Gavard, 2006). La 

déplétion de DEP-1 mène à une forte baisse de ces phosphorylations, surtout Y172 de Vav2 

et S665 de VE-Cadhérine. L’effet de DEP-1 sur la phosphorylation sur Y418 de Src a déjà 

été observé préalablement par notre laboratoire (Chabot, 2009). Mais le travail présenté ici 

est le premier à démontrer le rôle de DEP-1 dans la régulation de la phosphorylation à la 

fois de la Y172 de Vav2 et de la S665 de la VE-Cadhérine, cruciales pour l’internalisation 

!-arrestine-dépendante des VE-Cadhérines.  

Il y a un autre résidu de la VE-Cadhérine qui est impliqué dans la perméabilité 

vasculaire, soit la Y658. Il est montré ici que DEP-1 joue un rôle dans la phosphorylation 

de ce résidu en réponse au VEGF. La phosphorylation des résidus tyrosine des VE-

Cadhérines est observable en réponse au VEGF (Esser, 1998). De plus, cette 

phosphorylation a été associée avec la dissociation des protéines des jonctions adhérentes 

dans les cellules endothéliales (Dejana, 2008). Les résidus tyrosine 658 et 731 de la VE-

Cadhérine sont les sites de liaison de la p120 Caténine et de la !-Caténine respectivement 

(Potter, 2005). Les expériences dans ce papier démontrent que lorsque la VE-Cadhérine et 
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une forme constitutivement active de Src sont transfectées ensemble, la VE-Cadhérine 

devient phosphorylée sur résidus tyrosine. La cotransfection d’un mutant de VE-Cadhérine 

pour les deux résidus tyrosine, Y658F/Y731F, avec Src constitutivement active, réduit 

considérablement cette phosphorylation sur résidus tyrosine. De plus, toujours dans cette 

même publication, la phosphorylation sur résidus tyrosine des VE-Cadhérines transfectées 

est induite par le traitement au pervanadate, et cette phosphorylation est presque 

entièrement abolie lorsque c’est la forme mutante Y658F qui est transfectée. Cette étude  

indique donc que le site Y658 de la VE-Cadhérine est un site majeur de phosphorylation 

par Src. Le traitement de cellules endothéliales avec l’inhibiteur de kinase Src PP1 diminue 

d’ailleurs la phosphorylation induite par le VEGF sur ce résidu (Adam, 2010). Il y a une 

autre étude qui s’est penchée sur ce résidu, particulièrement sur son rôle dans l’organisation 

des jonctions adhérentes. En effet, la transfection du mutant Y658F de VE-Cadhérine 

permet sa liaison avec la p120 Caténine et sa localisation aux contacts cellule-cellule 

(Hatanaka, 2011). Lorsque c’est plutôt la VE-Cadhérine Y658E (résidu qui mime une 

phosphorylation) qui est transfectée, la p120 Caténine ne peut se coupler.  Ici nous 

montrons pour la première fois dans les HUVECs que les VE-Cadhérines sont 

phosphorylées sur Y658 en réponse au VEGF. Cette phosphorylation diminue grandement 

lorsque l’expression de DEP-1 est inhibée par ARNi. Il est donc possible de penser que le 

fait que DEP-1 régule la phosphorylation de ce résidu a une incidence sur sa capacité de 

réguler le remodelage des jonctions intercellulaires et la perméabilité vasculaire. 

Tel que soulevé auparavant, ces deux voies de signalisations, convergeant vers la 

VE-Cadhérine, ne semblent pas initialement être connectées à première vue, mais il se 

pourrait qu’il y ait un lien. En effet, les phosphorylations activatrices de Src et Vav2 ainsi 

que la phosphorylation sur S665 de VE-Cadhérine ont été associées avec l’internalisation 

dépendante de la !-arrestine de cette protéine (Gavard, 2006). La tyrosine 658 de la VE-

Cadhérine a été établie comme étant le site de liaison pour la p120 Caténine (Potter, 2005). 

De plus, la p120 empêche l’endocytose dépendante de la clathrine des VE-Cadhérines 

(Xiao, 2005). Ainsi, bien qu’il n’existe aucun lien direct entre ces deux séries de 

phosphorylation, il semble qu’elles pourraient toutes les deux jouer un rôle dans la rotation, 

ou « turnover », de la VE-Cadhérine à la membrane, et que DEP-1 en serait un régulateur 
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clé. Comme postulée auparavant, la phosphorylation de Y658 déplace la p120 Caténine, ce 

qui laisserait la voie libre à la phosphorylation sur S665 et l’internalisation de la VE-

Cadhérine. Cette dernière est un processus qui est d’une importance cruciale pour 

l’intégrité de la barrière endothéliale et donc pour la perméabilité vasculaire, et DEP-1 y 

joue un rôle. 

Des auteurs d’un papier récent ont suggéré que la phosphorylation sur résidus 

tyrosine des VE-Cadhérines par Src n’était pas suffisante pour affaiblir l’intégrité de la 

barrière représentée par une monocouche endothéliale (Adam, 2010). Les résultats 

présentés ici ne contredisent pas cette notion, car même si DEP-1 régule la phosphorylation 

sur Y658 de la VE-Cadhérine, dépendante de Src en réponse au VEGF, DEP-1 régule 

également une voie d’internalisation de la VE-Cadhérine (Figure 14). D’autres auteurs ont 

avancé l’idée que la Y685 de la VE-Cadhérine serait l’unique site ciblé par Src en réponse 

au VEGF (Wallez, 2007). Ainsi, selon cette étude, il serait possible que la phosphorylation 

de Y658 de VE-Cadhérine en réponse au VEGF ne soit pas induite par Src. De plus, même 

dans notre expérience (Figure 14), il semble avoir une petite activité Src-indépendante vis-

a-vis le résidu Y658 de la VE-Cadhérine à 7 minutes, car Src semble tout à fait inactif dans 

ces conditions. Nous ne possédons malheureusement pas de données qui puissent indiquer 

quel intermédiaire existerait entre DEP-1 et le résidu Y658 de la VE-Cadhérine. Il existe 

par contre au moins une autre kinase qui a été démontrée comme étant capable de 

phosphoryler ce site, la kinase PYK2 (Allingham, 2007). Malgré tout cela, de nouvelles 

études ont démontré que la phosphorylation du résidu Y658 dépendrait vraisemblablement 

de Src. Effectivement, l’inhibition de Src dans les cellules endothéliales HDMEC (Human 

dermal microvascular endothelial cell) abolit l’induction de la phosphorylation de Y658, 

Y685 et Y731 de la VE-Cadhérine par le VEGF (Adam, 2010). Il est alors fort probable 

que la phosphorylation de Y658 VE-Cadhérine induite par le VEGF et régulée par DEP-1 

soit effectivement un produit de l’action de Src, surtout étant donné que la phosphorylation 

de la tyrosine activatrice de la kinase survienne d’une manière concomitante dans les 

mêmes conditions. 
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Des études précédentes (Holsinger, 2002; Palka, 2003; Sallee, 2009) ont suggéré 

que DEP-1 colocalise avec plusieurs protéines d’adhésion dont la !-Caténine et la p120 

Caténine et qu’elles sont des substrats directs de déphosphorylation. Ainsi, bien que nous 

ayons dépeint une relation entre le VEGF, DEP-1, Src et les VE-Cadhérines, il est bien sûr 

possible que DEP-1 agisse sur les protéines d’adhésion elle-même ou via d’autres 

protéines. Ceci est mis en évidence par un résultat préliminaire dans le laboratoire qui 

démontre une augmentation de la phosphorylation générale sur tyrosine dans une 

immunoprécipitation de p120 Caténine dans des cellules HUVECs transfectées aux ARNi 

contrôle ou ciblant DEP-1. Il est cependant important de noter qu’il est possible que la p120 

Caténine ne soit pas régulée de la même manière, à savoir que certains auteurs ont suggéré 

que l’augmentation de sa phosphorylation indique plutôt une plus grande intégrité de ses 

interactions avec les autres protéines des jonctions adhérentes (Mehta, 2006). De plus, p120 

Caténine est un substrat de DEP-1 dans les cellules cancéreuses (Holsinger, 2002). Ainsi, 

cette action de DEP-1 sur la p120 Caténine dans les cellules endothéliale n’est 

possiblement pas médiée par Src.  

Une autre avenue de réflexion qui est intéressante à considérer est qu’il est probable 

que la régulation de la perméabilité endothéliale par DEP-1 se fasse via d’autres types de 

jonctions intercellulaires. En effet, bien que nous avons montré l’impact de DEP-1 sur des 

phosphorylations clés de la régulation de l’intégrité des jonctions adhérentes, il n’est pas 

exclu que DEP-1 agisse également sur d’autres types de jonctions intercellulaires, telles que 

les jonctions serrées par exemple. Un indice menant à une telle possibilité vient du fait 

qu’une des protéines composant les jonctions serrées, ZO-1, est un substrat de DEP-1 dans 

les cellules épithéliales (Sallee, 2009). Les protéines de la famille des ZO, dont la ZO-1, 

interagissent directement avec les occludines, qui forment en partie les jonctions serrées, 

afin de retenir le complexe des protéines des jonctions serrées au cytosquelette d’actine 

(Fanning, 1998; Furuse, 1994; Haskins, 1998; Mitic, 1999; Wittchen, 1999). La 

phosphorylation sur résidus tyrosine de la protéine ZO-1 et de ces partenaires d’association, 

comme les occludines, dissocie ces protéines (Kale, 2003; Rao, 2002). La phosphorylation 

des protéines composant les protéines des jonctions serrées peut affecter l’intégrité des 

jonctions serrées (Sallee, 2009) et donc moduler la perméabilité. Ainsi, si DEP-1 est 
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impliqué dans la phosphorylation sur résidus tyrosine des membres des jonctions serrées, il 

se pourrait que la phosphatase soit impliquée dans l’intégrité des jonctions serrées en plus 

des jonctions adhérentes et que ces deux actions puissent moduler la perméabilité des 

cellules endothéliales. Donc, DEP-1 pourrait réguler plusieurs des types de jonctions qui 

composent les liens cellules-cellules.  

Il se peut aussi que DEP-1 n’agisse pas directement sur les protéines qui composent 

les jonctions serrées, mais que cette régulation soit plutôt un effet secondaire de la 

régulation de DEP-1 des jonctions adhérentes. Effectivement, les VE-Cadhérines se lient 

avec les autres composantes des jonctions adhérentes, comme la !-Caténine et la 

plakoglobine. Ces deux dernières se lient avec l’#-caténine, qui à son tour interagit avec 

d’autres protéines des jonctions serrées comme l’#-actinine, l’ajuba et ZO-1, entres autres 

(Weis, 2006). Il existe d’autres preuves convaincantes du lien entre les jonctions adhérentes 

et les jonctions serrées. En effet, les VE-Cadhérines induisent l’expression à la hausse de la 

claudine-5, composante des jonctions serrées, ce qui indiquerait que les jonctions 

adhérentes endothéliales contrôleraient les jonctions serrées (Taddei, 2008). Cette étude 

renforce la notion, déjà avancée dans la littérature, que les VE-Cadhérines sont un joueur 

crucial pour les dynamiques d’adhésion cellulaires aux jonctions endothéliales (Westweber, 

2008). Du même coup, ces études renforcent notre décision de nous concentrer sur l’effet 

de DEP-1 sur des voies de signalisation qui régulent les VE-Cadhérines dans le contexte de 

la perméabilité endothéliale.  

Plusieurs auteurs (Esser, 1998; Lampugnani, 1997) supportent l’idée qu’il y ait une 

relation entre la phosphorylation sur résidus tyrosine des protéines d’adhésion et du 

relâchement des jonctions adhérentes, notion récapitulée ici même. Cependant, il est 

intéressant de noter que la plupart des données recueillies qui prouvent ce concept ont été 

obtenues en utilisant des modèles de cultures de cellules (Dejana, 2008). Certains 

chercheurs ont montré, avec des biopsies d’organes, que les VE-Cadhérines peuvent être 

phosphorylées in vivo dans des tissus issus de souris, et ce en condition angiogénique ou 

ischémique (Lambeng, 2005; Weis, 2004). Il n’est pas présentement connu si la 

phosphorylation des VE-Cadhérines fait partie d’un processus ayant lieu lors de situations 
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normales retrouvées en culture cellulaire ou si c’était plutôt un phénomène existant 

exclusivement dans des situations pathologiques (Dejana, 2008). Cependant, aucune 

donnée présentée ici ne permet de clarifier cette situation.  

Les expériences d’immunofluorescence de la !-Caténine des cellules endothéliales 

transfectées aux ARNi et stimulées au VEGF démontrent que les jonctions intercellulaires 

se relâchent en réponse au VEGF dans les cellules contrôles, mais pas dans les cellules 

déplétées en DEP-1 (Figure 15). Le résultat obtenu dans les cellules contrôles récapitulent 

la notion avancée dans plusieurs publications selon laquelle les agents perméabilisants, 

comme le VEGF, provoqueraient le relâchement des jonctions intercellulaires dans la 

monocouche de cellules endothéliales dans des études de culture cellulaire (Dejana, 2008). 

Mais le traitement aux ARNi ciblant DEP-1 semble totalement abolir le relâchement des 

liens cellule-cellule, au point où ces cellules sont insensibles à l’action du VEGF sur les 

jonctions intercellulaires. L’insensibilité à un facteur angiogénique, dans le contexte 

pathologique, peut devenir une caractéristique souhaitable dans un traitement 

thérapeutique. Cette observation intéressante sera sujette à une autre réflexion à venir plus 

tard dans cette discussion.  

Il y a un autre résultat intéressant provenant des expériences d’immunofluorescence 

de la !-Caténine présentés ici, soit le signal associé à cette protéine. En effet, celui-ci 

diminue dans les cellules contrôles lorsqu’elles sont stimulées et reste pratiquement 

identique dans les cellules transfectées avec des ARNi ciblant DEP-1, stimulées ou non. Il 

serait possible dans un premier temps d’effectuer des expériences similaires, mais en 

analysant nos résultats d’une manière plus quantitative, pour confirmer cette diminution. 

Dans un autre ordre d’idée, il existe des éléments de régulation de la protéine qui peuvent 

expliquer cette diminution du signal de la !-Caténine. Afin d’expliquer de résultat, il serait 

intéressant de se pencher sur une autre protéine d’adhésion. Lorsque les VE-Cadhérines 

deviennent phosphorylées en réponse à des stimuli, elles se dissocient d’elles-mêmes et de 

leurs partenaires d’association dans les jonctions adhérentes, notamment la !-Caténine. 

Suite à cela, les VE-Cadhérines restent à la membrane, due à leur nature de protéine 

transmembranaire. À moins, bien sûr, de recevoir un signal d’internalisation, comme 
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l’internalisation !-arrestine dépendante induite par la phosphorylation sur sérine 665, 

produit de la voie Src/Vav2/Rac/Pak (Gavard, 2006). Il est connu que la !-Caténine est une 

protéine a priori cytoplasmique, donc non retenue à la membrane sinon par association avec 

une protéine ou un complexe protéique qui l’est, comme les jonctions adhérentes. Il existe 

une quantité considérable de données qui prouvent que la !-Caténine, une fois 

phosphorylée sur résidus tyrosine et relâchée des jonctions adhérentes, recevrait un signal 

de translocation vers le noyau, et ce avant ou après être devenu cytoplasmique. Une fois 

rendue au noyau, la protéine d’adhésion activerait la production de protéines grâce à sa 

capacité d’agir en tant que co-activateur de transcription (Yao, 2011). Mais la translocation 

au noyau n’est pas le seul sort possible pour la !-Caténine dans cette situation. En effet, elle 

peut également recevoir un signal de dégradation, via la phosphorylation par la 

sérine/thréonine kinase GSK3! (Beckers, 2008). D’ailleurs, des résultats non publiés dans 

le laboratoire montrent que la transfection d’ARNi ciblant DEP-1 dans les HUVECs 

entraîne l'inhibition de la phosphorylation sur la S9 de la GSK3! et de la phosphorylation 

de la !-caténine sur S33/S37/T41. La phosphorylation sur S9 de la GSK3! est indicatrice  

de l’activation de la capacité de GSK3! de cibler la !-Caténine, en la phosphorylant sur 

S33/S37/T41, pour être ubiquitinylée et éventuellement dégradée (Metcalfe, 2011). Ainsi, il 

se peut que la !-Caténine, dans les cellules transfectées aux ARNi ciblant DEP-1, soit 

moins susceptible à être dégradée, ce qui expliquerait que le signal demeure aussi fort dans 

ces cellules après la stimulation au VEGF. Cependant, pour vérifier cette hypothèse, une 

série d’expériences devrait être effectuée afin d’examiner la stabilité de la !-caténine dans 

ces conditions. Celles-ci incluraient des expériences de fractionnement cellulaire, afin de 

séparer les fractions membranaires, nucléaires et cytosoliques, dans les cellules 

endothéliales transfectées aux ARNi non spécifiques ou ciblant DEP-1 stimulées au VEGF. 

Ainsi, l’immunobuvardage de la !-caténine ainsi que l’ubiquitine permettrait d’observer la 

stabilité de la protéine d’adhésion dans ces conditions, donc la quantité qui est dégradée ou 

qui est en voie de l’être, à la membrane ou dans d’autres compartiments cellulaires. 

Il serait bien surprenant de trouver que DEP-1 régulerait des voies de signalisations 

importantes pour la perméabilité endothéliale et le remodelage des jonctions intercellulaires 

induit par le VEGF sans que la perméabilité soit régulée par elle également. Les résultats ici 
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démontrent clairement que la perméabilité endothéliale d’une monocouche cellulaire in 

vitro induite par le VEGF nécessite l’implication de la phosphatase DEP-1 (Figure 16). 

Cependant le niveau basal de perméabilité endothéliale, dans les cellules transfectées aux 

ARNi mais non stimulées au VEGF n’a pas été affecté grandement, du moins pas d’une 

manière statistiquement significative. Ce résultat indique que DEP-1 régulerait plutôt la 

réponse de perméabilité des cellules endothéliales au VEGF au lieu de réguler la 

perméabilité vasculaire normalement observable dans un modèle de culture cellulaire.  

Dans un autre ordre de questionnement, il se peut également que DEP-1 joue un rôle 

dans la perméabilité vasculaire induite par des facteurs de croissance perméabilisants autres 

que le VEGF. Notre laboratoire a déjà démontré que DEP-1 pouvait jouer un rôle dans la 

survie des cellules en réponse au facteur de croissance FGF (Chabot, 2009). Le FGF, bien 

qu’il ne peut pas induire la formation de capillaires et moduler la perméabilité aussi 

efficacement que le VEGF-A (Cao, 2004), est tout de même important pour la perméabilité 

des cellules endothéliales et l’intégrité vasculaire in vivo (Murakami, 2008). Il n’est alors 

pas impossible de penser que DEP-1 pourrait être important pour la perméabilité 

endothéliale induite par le FGF. Cependant, le VEGF demeure le facteur de croissance le 

plus important pour la perméabilité endothéliale (Nagy, 2008). 

Grâce à des expériences de transfection d’ARNi dans les cellules HUVECs 

stimulées au VEGF et traitées au pervanadate (Figure 17B), nous avons prouvé que le 

signal des anticorps phospho-spécifiques contre les résidus tyrosine 1311 et 1320 de DEP-1 

est bel et bien spécifique. Ceci est démontré par la baisse du signal de l’immunobuvardage 

des résidus tyrosine de DEP-1 lorsque l’expression de DEP-1 diminue dans des cellules 

stimulées au VEGF, après qu’elle ait augmentée suite à cette stimulation. Il est nécessaire 

de mentionner les conditions dans lesquelles ont été faites ces expériences, qui ne sont pas 

naturelles. En fait, l’utilisation du pervanadate empêche aux phosphatases d’effectuer leur 

travail, castrant ainsi une facette de la régulation signalétique représentée par le jeu de 

phosphorylation et de déphosphorylation des résidus. Ceci fait en sorte que les kinases 

peuvent impunément phosphoryler leurs résidus cibles, ce qui résulte évidemment en une 

augmentation du signal d’immunobuvardage de n’importe quel résidu phosphorylable. Il se 
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peut alors que des voies de signalisations soient perturbées par l’action de l’inhibiteur des 

phosphatases pervanadate. Il ne semble pas exister de données qui démontrent qu'un résidu 

phosphorylable ne le serait plus suite au traitement au pervanadate. Ainsi, dans le cas qui 

nous concerne, l’utilisation du pervanadate ne sert qu’à rendre plus évidente la spécificité 

du signal que procurent des anticorps nouvellement générés.  

Une fois que la spécificité du signal des anticorps ciblant les résidus tyrosine 

carboxy-terminales de DEP-1 a été confirmée, la cinétique de phosphorylation de ces 

résidus a pu être déterminée. Ce que les résultats démontrent est que la phosphorylation se 

fait rapidement et de manière transitoire, avec une activation optimale après seulement 30 

secondes et une diminution du signal vers un niveau presque basal après 7 minutes, pour les 

résidus tyrosine 1311 et 1320 (Figure 18). La cinétique de phosphorylation de Y418 de Src 

se déroule dans presque le même échéancier, sauf qu’elle débute un peu plus tard et plus 

progressivement. Notre laboratoire a prouvé que les résidus tyrosine 1311 et 1320 de DEP-

1 sont essentiels pour l’activation de Src par DEP-1 en réponse au VEGF dans les cellules 

endothéliales (Spring, 2012). Il semble donc logique que la phosphorylation de DEP-1 

précède l’activation de Src, si cette dernière en dépend. Cependant, le chevauchement de 

ces deux cinétiques semble indiquer que les deux évènements se déroulent d’une manière 

dynamique. Cette constatation est davantage supportée par le fait que la phosphorylation 

des résidus Y1311 et Y1320 de DEP-1 peut être induite par l’ajout d’une forme 

constitutivement active de Src (Spring, 2012). Il est donc possible que Src, en réponse au 

VEGF, vienne phosphoryler DEP-1, ce qui permettrait donc l’activation d’une plus grande 

fraction de la kinase. Bien que la régulation exacte menant à la phosphorylation des résidus 

tyrosine carboxy-terminales de DEP-1 suite à la stimulation au VEGF demeure inconnue, 

plusieurs pistes sont maintenant explorées au laboratoire afin d’élucider ce point. 

Pour l’étude du rôle des résidus tyrosine de DEP-1 dans les fonctions biologiques 

des cellules endothéliales, la transfection d’ADNc de la phosphatase sauvage ou mutante 

s’avère être un modèle efficace, qui a déjà été mis en place pour l’étude des résidus tyrosine 

de  DEP-1 dans l’invasion et la formation de capillaires in vitro des HUVECs (Spring, 

2012). La démarche à suivre est donc de prouver si les résidus ont un rôle à jouer dans un 
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processus biologique en privilégiant une approche de surexpression de la phosphatase 

mutante ou sauvage. Cependant, il était nécessaire de déterminer le niveau de 

phosphorylation sur Y1311 et Y1320 de DEP-1 en réponse au VEGF. À cet effet, la 

surexpression de DEP-1 augmente la phosphorylation de Y1320 dans les cellules 

endothéliales BAECs (Figure 19). Cependant, les niveaux de DEP-1, lorsque le vecteur seul 

est transfecté, semblent inexistants. Mais DEP-1 est exprimé de façon endogène dans cette 

lignée cellulaire, et le fait que cette expression ne soit pas apparente relève plutôt du fait 

que l’immunobuvardage ait été fait avec une exposition qui ne révèle que DEP-1 

lorsqu’elle est surexprimée. Si l’exposition avait été plus longue, il aurait été possible de 

voir DEP-1 endogène. Il est également possible d’observer que l’expression de DEP-1 

mutée Y1311F/Y1320F ne donne aucun signal de phosphorylation sur Y1320 dans les 

cellules endothéliales stimulées 7 minutes au VEGF. En fait, le signal dans cette condition 

est encore plus faible que dans n’importe quelle condition de stimulation au VEGF des 

cellules transfectées par le vecteur seul. Ainsi, la surexpression de DEP-1 augmente la 

phosphorylation sur Y1320 dans les cellules endothéliales et la mutation Y1311F/Y1320F 

abolit cette phosphorylation entièrement.  

Le dernier résultat présenté ici concerne le mécanisme d’activation de Src par DEP-

1 découvert par notre laboratoire et son implication dans la perméabilité endothéliale in 

vitro. Ce qui peut être extrait des expériences de perméabilité in vitro des cellules 

endothéliales transfectées aux ARNi est que DEP-1 ne semble par avoir de rôle à jouer dans 

la perméabilité basale, dans les cellules non stimulées (Figure 16). Pour cette raison, les 

expériences suivantes concernant l’implication du mécanisme d’activation de Src dans la 

perméabilité induite par le VEGF ont été faites uniquement dans des conditions de 

stimulation. Justement, dans les cellules HUVECs stimulées au VEGF, la surexpression de 

DEP-1 augmente la perméabilité, tandis que la transfection du mutant Y1311F/Y1320F la 

diminue et la transfection du mutant catalytiquement inactif de DEP-1 C/S, incapable 

d’activer Src également, la maintient au niveau basal de la trasfection du vecteur seul pmT2 

(Figure 20). Il est donc possible d’affirmer que DEP-1 régule l’induction de la perméabilité 

par le VEGF, et que cette régulation passe par son activation de Src via ses résidus tyrosine 

1311 et 1320. Bien qu’il soit particulier que les niveaux de perméabilité lorsque DEP-1 



 

 

64 

Y1311F/Y1320F est transfectée soient en deçà des niveaux lorsque le vecteur seul est 

transfecté, ceci peut être expliqué. Comme il a été illustré plus tôt, Src est régulée d’une 

manière particulière. Lorsqu’elle est en conformation inactive, la kinase est tenue repliée 

avec l’interaction entre sa tyrosine inactivatrice 529 phosphorylée et son domaine SH2. 

DEP-1 active Src en liant son domaine SH2 avec ses propres résidus tyrosine 1311 et 1320 

(Spring, 2012) et ensuite en ciblant sa Y529 (Chabot, 2009). Ainsi, si nous considérons que 

le déplacement du domaine SH2 de Src et la déphosphorylation de la Y529 inactivatrice de 

Src sont deux évènements moléculaires distincts, il se peut que les régulateurs de ces deux 

actions ne soit pas les mêmes. Il se peut donc qu’il existe moins de régulateurs pouvant 

déplacer le domaine SH2 de Src que ceux qui peuvent déphosphoryler la tyrosine 

inhibitrice 529 de Src. Ceci ferait en sorte que la mutation Y1311F/Y1320F, incapable de 

déplacer le domaine SH2 de Src, aurait un plus grand effet sur la perméabilité endothéliale, 

dépendante de Src, que le mutant constitutivement inactif C/S de DEP-1, incapable de 

déphosphorylé la tyrosine inhibitrice 529 de Src.  
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Chapitre 5 : Perspectives 

 

Après avoir discuté des résultats directement, les prochaines lignes traiteront de la 

signification possible des travaux présentés ici dans l’élaboration de traitements de 

certaines pathologies. La première perspective directe des travaux qui ont été présentés ici 

serait de confirmer les résultats dans un modèle in vivo. Le laboratoire a dans sa possession 

des souris qui sont génétiquement mutées pour DEP-1 et est en mesure d’effectuer des 

expériences de perméabilité in vivo. Ces expériences permettraient de connaître l’impact de 

DEP-1 sur la perméabilité vasculaire dans un modèle animal, ce qui aiderait grandement 

dans la quête du rôle de DEP-1 dans les pathologies qui dépendent de la perméabilité 

vasculaire. 

En effet, la perméabilité vasculaire est une composante majeure de plusieurs 

pathologies qui incluent, mais ne sont pas limitées à : les maladies inflammatoires, les 

maladies ischémiques, les maladies pulmonaires, les maladies des yeux, la formation de 

métastases cancéreuses (Weis, 2008) ainsi que plusieurs types d’œdèmes (Weis, 2005). Il a 

été prouvé que dans certains cas des cellules sont impliquées dans de telles conditions, par 

exemple des cellules inflammatoires ou des cellules tumorales migratoires. Celles-ci 

peuvent secréter des facteurs perméabilisants ou influencer d’autres manières les cellules 

endothéliales afin de créer une barrière endothéliale plus poreuse et ainsi de faciliter le 

passage de plus de cellules (Weis, 2005).  

Le premier exemple de ceci sont les leucocytes dans l’inflammation. Ceux-ci 

contribuent à la réponse inflammatoire en secrétant des produits cytotoxiques et pro-

inflammatoires, en phagocytant et en effectuant des attaques dirigées contre des agents 

exogènes (Ulbrich, 2003). Ils affectent plusieurs processus angiogéniques, principalement 

parce qu’ils produisent une myriade de facteurs angiogéniques comme le VEGF, PIGF, 

PDGF, bFGF, Ang2, epidermal growth factor (EGF), TGF-!1, MCP-1 ainsi que plusieurs 

interleukines et protéinases (tryptase, chymase, MMPs, heparanase et uPA) (Vacca, 1998; 
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Norrby, 2002). En condition normale, l’inflammation protège contre des stimuli reliés à 

l’infection, des traumatismes, l’ischémie, les brûlures, des agents toxiques, les antigènes 

exogènes et des processus auto-immuns (Nathan, 2002). Il y a une variété de réponses 

cliniques, qui vont de bénigne à excessive (Kim, 2009). Cette dernière peut être attribuable 

à la grande quantité de cytokines et de facteurs de croissance qui peut induire des 

dommages vasculaires (Lehr, 2000). Ceux-ci peuvent mener à la dérégulation des 

mécanismes de transport paracellulaire et transcellulaire, diminuant la capacité de 

l’endothélium à contrôler le passage de fluides, de protéines et de solutés (Kim, 2009). Ces 

vaisseaux sont donc susceptibles aux fuites, une condition connue aussi sous le nom de 

« leaky vessels ». L’instabilité hémodynamique résultante caractérise les syndromes 

inflammatoires systémiques et peut résulter chez le patient en une augmentation de la 

morbidité et la mortalité (Sibbald, 1995; Brun-Buisson, 2000). Étant donné que DEP-1 

régule la perméabilité vasculaire des cellules endothéliales induite par le VEGF in vitro, 

comme le travail fait ici le démontre, il se peut que DEP-1 puisse jouer un rôle dans 

l’inflammation pathologique, particulièrement celle induite par le VEGF. 

La migration transendothéliale est définie comme le passage à travers une barrière 

de cellules endothéliales. Ce passage peut se faire via la voie paracellulaire, entre les 

cellules, ou transcellulaire, à travers même la cellule endothéliale (Engelhardt, 2004). En 

situation normale, elle est sollicitée par n’importe quelle cellule qui nécessite un passage à 

travers le système sanguin, comme les cellules de la réponse immunitaire par exemple. En 

situation pathologique, la migration transendothéliale peut être exploitée par plusieurs types 

de cellules, qui sont les vecteurs de certaines maladies (Kim, 2009). Ces cellules peuvent 

être, par exemple, des cellules du système immunitaire ou des cellules cancéreuses 

migratoires dans les maladies inflammatoires ou le cancer respectivement.  

En premier lieu, il y a le passage des cellules immunitaires. Un exemple de ceci 

serait le passage des lymphocytes à travers la barrière endothéliale pour sortir de la 

circulation, ou l’émigration de la circulation, qui est médiée par la phosphorylation sur 

résidus tyrosine de la VE-Cadhérine (Turowski, 2008). Encore une fois, DEP-1 pourrait 

avoir un rôle dans ce phénomène. Plus important encore demeure le cas des cancers.  
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La perméabilité des cellules endothéliales affecte deux étapes de la dissémination 

des métastases : l’intravasation et l’extravasation des cellules tumorales de la circulation 

vasculaire (Langley, 2007). L’activation de Src est d’ailleurs critique pour la progression 

tumorale à la fois dans les cellules tumorales et endothéliales (Kim, 2009). Dans les cellules 

tumorales, Src contribue à l’expression de facteurs pro-angiogéniques, comme le VEGF-A. 

Ceci est illustré par des expériences de délétion de Src ou d’activation de la kinase dans des 

lignées de cancers humains tels que le cancer du côlon (Ellis, 1998), le cancer de l’ovaire 

(Wiener, 1999) ainsi que les cancers du pancréas et de la prostate (Gray, 2005) où 

l’expression du VEGF est abrogée. Dans les cellules endothéliales, Src régule la 

perméabilité de ces cellules (Kim, 2009). La liaison du VEGF à ses récepteurs provoque 

leur trans-phosphorylation et des interactions avec la famille des kinases Src via leurs 

domaines SH2 cytoplasmiques. La phosphorylation subséquente de Src et de ses substrats 

(dont les VE-Cadhérines et la !-caténine) mènent directement à la modulation de la 

perméabilité de la barrière de cellules endothéliales (Kim, 2009). Cette augmentation de la 

perméabilité facilite la migration transendothéliale des cellules cancéreuses et leur 

propagation à travers la circulation vasculaire (Weis, 2004(2)).  

Il est fort probable que DEP-1 soit impliqué dans la migration transendothéliale des 

cellules cancéreuses, et donc joue un rôle dans la dissémination des métastases. Cette 

implication pourrait comprendre plusieurs mécanismes qui composent cette condition 

pathologique. Premièrement, il y a la perméabilité de la barrière endothéliale, où il est 

établi maintenant ici que DEP-1 joue un rôle. Deuxièmement, il y a l’invasion des cellules 

cancéreuses à travers la matrice extracellulaire ainsi que la migration de ces dernières. 

Plusieurs expériences faites dans le laboratoire ont démontré que DEP-1 jouait un rôle dans 

l’invasion dans le Matrigel et la migration des cellules du cancer du sein (Spring, en 

soumission). En effet, l’expression de DEP-1 augmente dans des lignées plus 

métastatiques. De plus, en comparant deux variantes de la lignée de cancer du sein MDA-

MB-231, dont une qui possède une plus grande capacité de former des métastases aux os, la 

capacité de formation de métastases corrèlerait une expression plus grande de DEP-1 ainsi 

qu’une augmentation de la phosphorylation activatrice de Src et d’un substrat impliqué 

dans ces phénomènes, la cortactine.  
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Cette implication possiblement profonde de DEP-1 dans la progression du cancer 

semble contraster avec son rôle préalablement attribué de suppresseur de tumeur. Mais 

cette ambigüité apparente du rôle de DEP-1 dans le cancer peut être expliquée. En effet, le 

rôle de suppresseur de tumeur a été attribué à la phosphatase après qu’il ait été découvert 

qu’elle ciblait des récepteurs de facteurs de croissance et qu’elle était fréquemment 

supprimée dans certains cancers humains (Ruivenkamp, 2002). Mais comme nos résultats 

dans les cellules endothéliales le démontrent, la diminution de l’activité kinase par DEP-1 

du récepteur à tyrosine kinase du VEGF, le VEGFR2, n’empêche pas son activation de Src 

(Chabot, 2009). Ceci découle en fait du mécanisme d’activation particulier de Src, qui doit 

être déphosphorylé sur sa tyrosine inactivatrice 529 pour être activée, tandis que la 

déphosphorylation du récepteur VEGFR2 diminue son activité.  

Il y a également une autre expérience faite au laboratoire qui est intéressante 

concernant les implications possibles de DEP-1 dans le cancer. En effet, la transfection 

d’une quantité grandissante de DEP-1 diminue progressivement la phosphorylation de la 

tyrosine inactivatrice 529 de Src et augmente progressivement la phosphorylation de la 

tyrosine activatrice 418 de la kinase (Spring, 2012). Cependant, une fois que cette quantité 

devient assez grande, la phosphorylation Y418 de Src commence à diminuer aussi, 

simultanément avec la diminution de Y529 de Src. Le test d’activité kinase de Src dans ces 

conditions confirme que Src devient activée progressivement jusqu'au point où son 

activation diminue. Ceci indique que la phosphatase, lorsqu’elle est exprimée en trop 

grande quantité, perd sa spécificité pour la tyrosine inhibitrice 529 de Src et déphosphoryle 

également la tyrosine activatrice 418. Ainsi, lorsqu’elle est exprimée à des quantités 

intermédiaires, DEP-1 active Src, mais lorsqu’elle est exprimée à des grandes quantités 

DEP-1 n’active pas Src. Ceci pourrait expliquer pourquoi DEP-1 pourrait agir comme 

suppresseur de tumeur dans certains cancers et comme accélérateur de la progression chez 

d’autres cancers. En effet, exprimée à des quantités intermédiaires, DEP-1 inhiberait les 

récepteurs à résidus tyrosine kinases de facteurs de croissance, atténuant la prolifération et 

la survie des cellules de cancers. Mais DEP-1 activerait Src également, augmentant la 

capacité de ces cellules à migrer et à effectuer l’invasion dans la matrice extracellulaire. 

Cependant, lorsqu’elle serait exprimée à de très grandes quantités, DEP-1 inhiberait à la 
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fois les récepteurs à résidus tyrosine kinases et Src, ce qui diminuerait la prolifération, la 

survie, la migration et l’invasion à travers la matrice des cellules du cancer. Ceci en ferait 

donc un suppresseur de tumeur puissant et efficace, expliquant alors pourquoi certains 

cancers feraient éventuellement l’acquisition de mutations de DEP-1, certaines pouvant 

empêcher son expression. 

Plusieurs stratégies thérapeutiques ont été élaborées jusqu’à maintenant pour contrer 

la fuite vasculaire lors de l’angiogenèse pathologique. Ces stratégies peuvent être qualifiées 

en trois types différents. La première est le blocage de récepteurs, que ce soit par des agents 

vasoactifs comme les antihistaminiques, par des agents contrant les leucocytes comme les 

antagonistes des CAM ou par des inhibiteurs de l’angiogenèse et du VEGF comme les 

anticorps anti-VEGFR, le ZM32881, le SU5416 et le Neovastat. La deuxième est 

l’inhibition de la signalisation, comme l’inhibition de l’entrée du calcium, des Rho kinases, 

de PKC, de l’activation des leucocytes (par des glucocorticoïdes par exemple) et du VEGF 

et de l’angiogenèse (par des inhibiteurs de Src). La troisième est le renforcement de la 

barrière endothéliale via l’élévation du niveau de cAMP par des agents !-adrénergiques ou 

le ciblage du cGMP ou du NO (van Nieuw Amerongen, 2003). L’élaboration de ces 

stratégies ne se fait pas sans embuches. Si l’on prend comme exemple les thérapies qui 

ciblent le VEGF, des mécanismes de résistance en limitent les bienfaits à long terme 

(Bergers, 2008; Ellis, 2008; Ebos, 2009). En effet, des thérapies anti-VEGF mènent à 

l’expression à la hausse du PIGF (Fischer, 2007), qui lie à son tour le VEGFR1 menant 

éventuellement à la transphosphorylation du VEGFR2 (Loges, 2009). D’ailleurs, le 

traitement avec un anticorps qui bloque la fonction du PIGF inhibe la croissance tumorale 

et l’angiogenèse et est capable de potentialiser l’effet anti-cancer des thérapies de blocage 

du VEGFR ou de  trappe à VEGF (Fischer, 2007; Van de Veire, 2010). Notre laboratoire à 

démontrer que DEP-1 était impliqué positivement dans la perméabilité, l’élongation et le 

branchement des capillaires, l’invasion et la prolifération des cellules endothéliales en 

réponse au VEGF (Chabot, 2009; Spring, 2012). Ces réponses sont cruciales pour la 

formation de nouveaux vaisseaux sanguins (Eilken, 2010). Cependant DEP-1 inhibe le 

maintien de la survie des cellules endothéliales en réponse au VEGF (Chabot, 2009). Une 

des causes principales des effets secondaires des thérapies anti-VEGF est qu’elles visent la 
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mort des cellules endothéliales (Hanigaimani, 2011). Des traitements ayant plutôt DEP-1 

comme cible permettraient, théoriquement, d’empêcher la formation de nouveaux 

vaisseaux sans affecter la survie des cellules faisant partie de vaisseaux sanguins 

préexistants. 

Il existe d’autres effets secondaires lors de traitements anti-VEGF qui ne résultent 

pas nécessairement de mécanismes de résistance, mais plutôt de rôles qu’occuperait ce 

facteur dans la physiologie des vaisseaux sanguins, autre que l’angiogenèse. En effet, 

l’effet secondaire cardiovasculaire le plus commun de ces traitements est l’avènement de 

l’hypertension chez ses patients, impliquant donc que le VEGF serait important pour 

l’homéostasie vasculaire (Hanigaimani, 2011).  

Ces exemples sont des preuves que les thérapies antiangiogéniques simples avec 

une seule cible ne pourraient pas suffire pour contrer l’angiogenèse pathologique. De plus, 

si cette cible est trop importante pour la régulation normale de la physiologie des vaisseaux 

sanguins, les thérapies les ciblant peuvent occasionner une variété d’effets secondaires non 

désirables. L’élaboration de stratégies thérapeutiques complexes, affectant le plus de 

processus angiogéniques pathologiques possibles, tout en demeurant spécifiques et sans 

trop miner la santé du patient serait plutôt l’avenue permettant les meilleurs traitements.  
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Chapitre 6 : Conclusions 

 

Le VEGF et ses récepteurs, ainsi que la kinase Src, affectent plusieurs processus de 

la progression du cancer et de l’angiogenèse. DEP-1 est impliqué dans ces réponses. Ainsi, 

sa considération future dans l’élaboration de nouvelles thérapies, que ce soit au niveau de 

ce qui la régule ou de son activité par exemple, est possible. L’accumulation des 

connaissances sur les mécanismes régulant la perméabilité endothéliale pourrait permettre 

l’élaboration de nouvelles techniques limitant la formation d’une barrière endothéliale 

excessivement poreuse et ainsi stopper la progression des maladies qui en dépendent. Nos 

résultats s’inscrivent dans cette perspective et détaillent un mécanisme selon lequel DEP-1 

régulerait de façon positive la perméabilité endothéliale induite par le VEGF via son 

activation de Src grâce à 2 résidus tyrosine situés dans sa queue carboxy-terminale. Ces 

recherches mettent alors à jour un régulateur potentiel de la perméabilité vasculaire in vivo 

induite par le VEGF et de la migration transendothéliale. 
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