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Résumé- La formation de jonctions adhérentes interendiatleé a été étudiée par des approches combinées
de cryomicroscopie électronique et de vidéomicrpecale fluorescence. Les mécanismes d’assemblage
d’ectodomaines de VE-cadhérine ont été abordégitro sur membranes modeles. La mise en place des
jonctions est actuellement disséqu@eellulo.

L’endothélium vasculaire (VE) est une monocoucheceltules endothéliales qui tapisse l'intérieur
des vaisseaux sanguins. Cette barriere semi-petenéajule au niveau des jonctions intercellulaires
la transmigration de différents constituants samguiCes jonctions adhérentes sont en partie
constituées de VE cadhérine. Ces molécules sonarieses transmembranaires qui élaborent des
interactions de type homotypique entre cellules mleénotype identique via leur domaine
extracellulaire, alors qu'elles interagissent paur ldomaine cytoplasmique avec le cytosquelette
d’actine via leg3- eta-caténines.

De nombreuses questions concernant le mécanisregseddlage des jonctions adhérentes demeurent
encore sans réponse : quel mécanisme est resporkabtcrutement des molécules de cadhérine au
niveau des jonctions ?, quel est le role respdesfédifices de cadhérine et du cytosqueletteid&itt
Dans le but d'apporter des éléments de réponses auestions, une premiére étude a consisté a
déterminer la structure d'assemblages de fragnextacellulaires de VE cadhérine au niveau de
membranes lipidiques modéles. Des fragments coraptequatre domaines extracellulaires de la VE
cadhérine (VE-EC, pour Vascular Endothelial Ectodomainl-4) et prémsntune extension
polyhistidine au niveau C-terminal ont ainsi ét@rxés [1]. Nous avons étudié la morphologie des
assemblages formés par liaison de ces fragmentEdeadhérine a des liposomes contenant des
lipides dotés de groupes NTA reconnaissant lesgeppolyhistidinel.’analyse par cryo microscopie
électronique a montré que les cadhérines s’assatilgontanémentn vitro entre liposomes
constituant ainsi des jonctions adhérentes adifes [2]. Ces "pseudo” jonctions adhérentes sont
composées d'’hexameres de VE:E®@rientés au niveau des surfaces membranaires ré-it
L’information structurale contenue dans les fragmeles 4 domaines extracellulaires de cadhérine est
donc suffisante pour induire la formation de joors adhérentes artificielles. De plus les strusture
formées ressemblent de maniére remarquable autigna@dhérentes naturelles [3].

Figure 1: (A,B) Jonctions adhérentes formées a partir égifnents VE-EC, au niveau de membranes de liposomes
observées en cryoME (barre 50 nm). (C,D) Vues adeandk jonctions, observées de coté (C) et de déBjuises
hexameres de cadhérines apparaissent comme des opjedriques (23 nm de longueur, et 7 nm de diaen anneaux en
D). (E) Projection de la structure de I'hexaméréenité a plat sur une monocouche lipidique. (F) Medfe I'hexamére de
VE-EG._, cadhérine formé de trois dimeéres antiparalléles/ieEG_, ).

" Auteur a contacter o.lambert@iecb.u-bordeauxTel 05 40 00 34 90



© Colloque SFu-2007 — Grenoble — 5-8 juin 2007

Ce travail a été complété par I'étude de l'orgaiosa générale de la pseudojonction en trois
dimensions (3D) par cryotomographie. L'orientatibes hexameres de VE cadhérine ainsi que leur
architecture 3D seront présentées.

Une deuxiéme étude vise a comprendre la mise ee plas jonctions et les mécanismes moléculaires
associés. L'élaboration de ces jonctions adhéremtesésulte d'un effet synergique entre les VE
cadhérines et le cytosquelette d’'actine est ungasaes tres dynamique. La vidéomicroscopie sur
cellules endothéliales vivantes a permis de morqrer I'élaboration des contacts intercellulaires
précoces passe par la formation des filipodes.s@astures exposent a leur extrémité des complexes
VE cadhérine/caténines qui sont ainsi propulsés hkzecellule adjacente. La construction des jonstio
intercellulaires résulte donc de la rencontre demselécules de VE cadhérine propulsées les filapode
émanant de cellules voisines. La structure et leprigtés dynamiques (incluant les interactions
cadhérine /filaments d'actine) de filipodes et dgsctions adhérentes sont étudiées par
vidéomicroscopie de fluorescence et cryoME assauideapproches de cryotomographie 3D.

Avec lintégration d’informations obtenues a partile techniques possédant des résolutions
différentes, l'architecture et la dynamique desodiddes et des jonctions matures dans leur
environnement natif seront mieux comprises.
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