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Résumé:

Les mécanismes adhésifs jouent un réle crucial en biologie. Les cadhérines classiques
constituent une des principales familles de molécules d’adhésion cellulaire dépendante du
calcium. Ces glycoprotéines transmembranaires sont impliquées dans des interactions
principalement homophiles. Ces interactions régulent des voies de signalisation impliquées
dans de nombreux phénomeénes biologiques. Cette thése porte sur 1’étude comparative des
dynamiques d’interactions des cadhérines E- et -11, prototypes respectivement des cadhérines
classiques de type I et II. Le ciblage d’acides aminés particuliers de I’interface adhésive nous
a permis de montrer que pour les cadhérines de type I, I’échange de brin 3 avec le Trp2 ont un
role clé ; pour les types Il un mécanisme différent intervient. Nous avons aussi développé une
chimie innovante pour contrdler I’immobilisation orientée et covalente de protéines. Enfin
une revue décrit une étude de I’activation de voies de signalisation par engagement des

cadhérines.

Mots clés: Cadhérines, Dynamique d’interaction, Molécule unique, Chambre de flux,

biofonctionnalisation, structure-fonction, signalisation

Summary:

Cell adhesion receptors of the classical cadherin family are involved in Ca®*-dependent
homophilic interactions. In order to dissect the molecular mechanisms of cadherin-based cell-
cell adhesion, this Ph.D. thesis describes a comparative dynamic study of interactions
between cadherins E- & -11, chosen as classical type | and Il cadherins prototypes
respectively. Modifications of particular residues in the E-cadherin adhesive interface showed
that the B-strand exchange with its Trp2 had a prominent feature; for type Il cadherins, a
different mechanism was described involving a larger domain swapping. We then developed a
new protocol for immobilizing proteins in an orientated and covalent manner on surfaces.
These interactions regulate signalization pathways in various biological processes. Studies

describing Stat3 activation through direct cadherin engagement are reviewed.

Key words: Cadherins, interaction dynamics, single molecule, flow chamber,

biofunctionalization, structure-function relationships, signalling pathways
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L'adhérence cellulaire est un phénomeéne ubiquitaire essentiel pour le développement
et le fonctionnement en harmonie des organismes pluricellulaires. Elle intervient dans des
phénomenes physiologiques trés divers comme la survie, la prolifération, la différenciation et
la migration cellulaire. Une dérégulation de cette adhérence cellulaire peut conduire a de
nombreuses pathologies comme 1’inflammation, 1’invasion d'un tissu par un agent pathogeéne,
la réaction de l'organisme vis-a-vis des biomatériaux, et en particulier a la formation de
métastases. L’adhérence participe de fagon importante a 1’organisation et la structuration des
tissus, et est ainsi nécessaire & la cohésion et au bon fonctionnement des organismes

multicellulaires. Ainsi, les mécanismes adhésifs jouent un réle crucial en biologie.

Les cellules adhérent sélectivement entre elles et a des molécules de la matrice
extracellulaire qui assure le soutien mécanique de 1’ensemble. Il est maintenant clair que les
conséquences de 1’engagement de récepteurs adhésifs sont bien plus larges qu’un simple
ancrage mécanique des cellules & un endroit donné dans I’organisme. Outre leur rdle
d’attachement, les molécules adhésives ont souvent un réle de senseur pour les cellules. En
effet I’adhérence informe la cellule sur environnement, et affecte plusieurs éléments
structuraux et fonctionnels comme 1’organisation du cytosquelette, la polarit¢ ou la
prolifération cellulaire, et 1’expression de genes. Les interactions adhésives sont assurées
majoritairement par des protéines transmembranaires et parfois par des sucres ou des

peptides.

Les protéines d’adhésion peuvent étre classées en 4 familles structurales : les protéines
apparentées aux immunoglobulines, les intégrines, les sélectines et enfin les cadhérines. Ces
derniéres forment une des principales familles de molécules assurant I’adhésion intercellulaire
dépendante du calcium. Ces glycoprotéines transmembranaires se lient par interaction
homophile de leurs segments extracellulaires, et ainsi connectent les cellules entre elles. Le
domaine intracytoplasmique de ces molécules se lie aux filaments d’actine et participe a
différentes voies de signalisation. La majorité des cellules expriment plusieurs types de
cadhérines a leur surface, suggérant une coopération complexe entre adhésion et signalisation

cellulaire.

Durant ma thése, je me suis intéressé a 1’adhésion cellule-cellule par les cadhérines

classiques de type | et de type Il. La E-cadhérine et la cadhérine-11 ont été choisies comme



prototypes de ces 2 familles de cadhérines pour leurs patrons d’expression qui suggere des
roles biologiques distincts. En effet la E-cadhérine est exprimée a la surface des cellules
épithéliales, au niveau des jonctions adhérentes qui forment une ceinture adhésive entre les
cellules épithéliales. La cadhérine-11 est quant a elle exprimée en particulier a la surface de
cellules ayant un phénotype mésenchymateux (comme les synoviocytes ou les
myofibroblastes) ou encore des neurones et des ostéoblastes. La cadhérine-11 s’organise en
points de contacts jonctionnels a la surface de ces cellules (Hinz et al, 2004; Kiener et al,
2009).

L’exposé bibliographique présenté dans ce manuscrit fait tout d’abord le point sur
I’état de I’art de la superfamille des cadhérines. Nous décrirons d’abord les 5 familles de
cadhérines, en nous intéressant plus particulierement aux cadhérines classiques de type | et de
type I1. Nous détaillerons les propriétés structurales de leurs interactions. Puis nous étudierons
comment les cadhérines participent a 1’organisation du cytosquelette, contribuent a la
formation des jonctions adhérentes, et interviennent dans la ségrégation cellulaire au cours du
développement embryonnaire. Nous nous sommes enfin intéressés a différentes méthodes de
chimie de surface permettant I’immobilisation de molécules. L’objectif est de réaliser des
surfaces biomimétiques permettant de progresser dans la compréhension des phénomenes

adhésifs.

C’est dans ce contexte que nous avons comparé les interactions homophiles réalisées
par la E-cadhérine et la cadhérine-11, en conditions dynamiques. Notre approche a pour but
de caractériser la nanomécanique de ces protéines a 1’échelle de la molécule unique, pour
mieux comprendre les relations structure fonction et faire le lien avec le fonctionnement des
cadhérines dans leur contexte cellulaire. Un tel projet exige la mise au point de nouveaux
outils biochimiques et chimiques, que nous avons commencé a développer en particulier au

cours de cette these.

La premiére partie des résultats définit le role de certains éléments structuraux trés
conservés parmi les cadhérines de type | et de type Il dans la dynamique d’adhésion.
L’influence de ces éléments structuraux a été mise en évidence en combinant les techniques

de biologie moléculaire et de mesures d’interactions en chambre a flux laminaire.

La deuxiéme partie de ce travail décrit le développement d’une nouvelle Stratégie de
fixation covalente et orientée des fragments protéiques via leur motif hexahistidine. Ce
nouveau procédé, développé pour les cadhérines, peut étre trés facilement transposable a

d’autres molécules possédant le motif hexahistidine, et fait 1’objet d’un dépot de brevet.



Enfin, le dernier volet de ce travail consiste en une synthése des travaux montrant que
I’engagement direct de la E-cadhérine intervient sur I’activation et la régulation d’un facteur

de transcription, Stat3, et sur la survie cellulaire.
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I. Les jonctions intercellulaires

Au sein d’un organisme multicellulaire, les contacts intercellulaires jouent des rdles
essentiels dans de nombreux processus cellulaires dont la morphogeneése, la différenciation, la
prolifération et la migration (Gumbiner, 1996; Takeichi, 1991). Lorsque I’on évoque
I’adhérence cellulaire et en particulier I’adhérence intercellulaire, il est utile de préciser quels

sont les élements subcellulaires qui la structurent.

L’arrivée de la microscopie €lectronique a transmission, dans les années 1960, a permis
d’identifier et de décrire morphologiquement une succession de structures jonctionnelles
(complexe jonctionnel < 1um) qui n’étaient pas détectables par microscopie photonique
(Farquhar & Palade, 1963). Ces points d’attachement apparaissent trés complexes d’un point
de vue morphologique (Figure 1), avec une structuration spécifique de 1’espace intercellulaire
et du cytoplasme sous-jacent. Cette complexité a été confirmée par 1’identification des
différentes protéines transmembranaires et intracytoplasmiques qui constituent ces jonctions.
Ces sites de contact possédent une architecture globale commune et, de fagon générale, sont

constitues de deux catégories de protéines :

- des protéines de liaison transmembranaires, dont les domaines extracellulaires interagissent
avec ceux de leurs partenaires exprimés sur la cellule voisine. Leurs domaines cytoplasmiques
participent a la connexion de ces structures au réseau cytosquelettique, par leurs interactions

avec une ou plusieurs protéines d’attachement intracellulaire,

- des protéines intracellulaires qui forment une plaque dense aux électrons du c6té
cytoplasmique et régulent la connexion du complexe jonctionnel au réseau d’actine ou aux

filaments intermédiaires.

Il existe quatre types de jonctions intercellulaires: les jonctions serrées, les jonctions
adhérentes, les desmosomes et les jonctions communicantes (Figure 1). Ces jonctions sont
particulierement bien organisées dans les structures tissulaires de type épithélial, mais sont

aussi présentes dans d’autres tissus (muscle cardiaque, tissus nerveux...).

Nous décrirons ces 4 types de jonctions, en nous intéressant plus particulierement aux
jonctions adhérentes et aux desmosomes, les cadhérines étant les récepteurs adhésifs de ces

plaques adhésives.



1. Les jonctions serrées (zonulae occludentes)

Les jonctions serrées constituent une barriere de perméabilité selective au niveau des
feuillets cellulaires épithéliaux et une barriere de diffusion des lipides et des protéines
membranaires délimitant les domaines apicaux et basolatéraux de la membrane plasmique.

Ces jonctions sont présentes principalement dans les cellules epithéliales et endothéliales.

Les jonctions serrées se situent au niveau de la portion apicale de la membrane latérale
des cellules et apparaissent comme une succession de points de contact discrets, récemment
appelés «Kkissing points », ou les membranes semblent fusionnées (espace intercellulaire
indétectable), formant une ceinture perméable autour de la cellule. Au sein d’une cellule, il
existe plusieurs chaines de « kissing points ». Ces chaines sont formées par 1’association de
protéines transmembranaires spécifiques au niveau de deux membranes plasmiques
adjacentes. L’occludine, premiére protéine transmembranaire des jonctions Serrées, a été

identifiée il y a qu’une quinzaine d’années (Furuse et al, 1993).

Jonctions
serrées

Jonctions
adhérentes

Jonctions
communicantes

Desmosomes

Figure 1: Morphologie des jonctions intercellulaires. (a) Cliché de microscopie électronique a
transmission représentant 3 des jonctions intercellulaires (Tsukita et al, 2001). (b) Schéma de cellules
épithéliales polarisées avec positionnement des différentes jonctions.

2. Les jonctions adhérentes (zonulae adherentes)

Ces jonctions, situees en position basale des jonctions serrées, forment des connexions
entre cellules voisines et présentent un espace intercellulaire d’environ 20 nm, observable par
microscopie électronique (Farquhar & Palade, 1963). Les ponts transmembranaires sont
constitues dans ces structures par les cadhérines. Ces molécules ont une spécificité tissulaire,
par exemple la E-cadhérine est exprimée dans les cellules épithéliales, la N-cadhérine dans les

cellules nerveuses et le muscle cardiaque, la P-cadhérine dans le placenta. Le segment
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intracellulaire des cadhérines se lie, au niveau du réticulum endoplasmique, a la 3 ou a la y-
caténine aussi appelée plakoglobine (Hinck et al, 1994). L’a-caténine vient ensuite s’associer
a la B (ou y)-caténine et fait le lien avec le réseau d’actine. Bien que le complexe cadhérines-
caténines inclue I’ a-caténine (protéine de liaison au cytosquelette), il n’a jamais été démontré
que ce complexe se lie directement au réseau d’actine, comme il est généralement assumeé.
Dans le modéle proposé par W.J. Nelson, I’interaction entre le complexe cadhérines-caténines
et ’actine est réalisée par les monoméres d’a-caténines lieés a la f(ou y)-caténine, en équilibre
avec les diméres d’a-caténines liés au cytosquelette d’actine (Nelson, 2008). En effet, des
expériences de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) ont montré que bien que
les éléments du complexe E-cadhérine/B-caténine/a-caténine aient une fraction mobile
similaire, 1’a-caténine immédiatement adjacente au contact cellule-cellule était beaucoup
plus dynamique (Yamada et al, 2005).Différentes protéines de liaison a I’actine viennent
compléter cet échafaudage moléculaire : la vinculine, 1’a-actinine et aussi ZO-1 et ZO-2 mais
uniquement dans les cellules non épithéliales qui ne possédent pas de jonctions serrées,
comme les fibroblastes ou les cellules de muscle cardiaque (Nagafuchi et al, 1994). Une autre
protéine intracellulaire, appelée p120, semble étre trés importante pour réguler le niveau de E-
cadhérine a la surface cellulaire (Peifer & Yap, 2003; van Hengel & van Roy, 2007). Plus
récemment, les nectines ont été découvertes comme constituants des jonctions adhérentes
(Morrison & Racaniello, 1992). Les nectines, actuellement au nombre de 4, font partie de la
superfamille des immunoglobulines et se lient a I’afadine par leur ’extrémité C-terminale.
Deux isoformes de 1’afadine résultant d’épissage alternatif ont été identifiées, mais seule la 1-
afadine se lie a 1’actine (Mandai et al, 1997). Le complexe nectine-afadine semble jouer un
role important dans 1’organisation des jonctions cellulaires. De nombreuses autres protéines
ont été identifiées au niveau des jonctions adhérentes, comme ceci est représenté sur la Figure
2 soulignant a nouveau la complexité moléculaire de ces jonctions et suggérant une régulation

importante.

Les jonctions intercellulaires assurent la cohésion de tissus tels que les épithéliums ou
le tissu cardiaque. Cette homéostasie peut subir des déréglements au cours de la progression
tumorale et les cadhérines, éléments structuraux de ces jonctions, sont souvent impliquées.
Dans les tumeurs humaines, la perte de 1’adhésion via les cadhérines est corrélée a
I’acquisition du pouvoir métastatique des carcinomes. Parmi les phénomenes responsables de
cette perte d’adhésion, on peut trouver des mutations du géne de la E-cadhérine, une
diminution ou une inhibition totale d’expression de la E-cadhérine. En effet, la E-cadhérine
est classée parmi les genes supresseurs de tumeurs ; ceci a été mis en evidence de fagon

expérimentale mais aussi dans de multiples études cliniques de cancers chez 1’homme
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(Birchmeier et al, 1996; Christofori & Semb, 1999). Par exemple, le caractere invasif de
cellules de carcinomes mammaires dédifférenciées peut étre bloqué par transfection avec
I’ADNc de la E-cadhérine. De plus, I’expression de N-cadhérine a aussi été corrélée a une
augmentation de la motilité et du caractere invasif de cellules cancéreuses mammaires (Hazan
et al, 2000; Nieman et al, 1999). Cet effet de la N-cadhérine s’exprime malgré la présence de
E-cadhérine, normalement suppresseur de motilité. Enfin, une expression réduite de la E-
cadhérine est observée dans des carcinomes squameux de la peau et dans la maladie de Paget.
D’autres maladies comme le bullous pemphigoid ou le psoriasis sont caractérisées par une

forte quantité de E-cadhérine soluble dans le serum des patients (Furukawa et al, 1994).

d p120
‘ \ F-actin
~— B-catenin \\ Microtubul
\ icrotubules
Cadhering trans dimers : o-catenin A\
P A.“
tk :\‘ & Pl3-kinase
\4\, \.\‘ «> Rac
— SE— -
5 L Fer tyrosine kinase
p y ¥ Arp2/3 complex
© Cortactin
Ena/Vasp
Myosin Il

Branched actin Actin capping proteins

-Q»«.

Actin crosslinking proteins
Current Opinion in Cell Biology

Figure 2 : Représentation schématique de I’échafaudage moléculaire des jonctions adhérentes (Mege et al,
2006). La E-cadhérine, au niveau des jonctions adhérentes, se lie directement a la B-caténine. La B-
caténine interagit avec I’a-caténine qui contribue a la polymérisation des filaments d’actine.

3. Les desmosomes (maculae adherentes)

Les desmosomes sont observés principalement dans les tissus soumis a des contraintes
mécaniques (épithéliums et muscle cardiaque). Ils sont distribués le long de la membrane
latérale sans localisation spécifique, souvent en alternance avec les jonctions adherentes
(Vasioukhin et al, 2000). L’espace intercellulaire est de 30 nm environ (Farquhar & Palade,
1963). Ces jonctions sont également constituées de membres de la superfamille des

cadhérines, les desmocollines et desmogléines (Figure 3). La plaque intracytoplasmique,
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composée de plakoglobines et desmoplakines, réalise un support d’ancrage pour les filaments
intermédiaires de cytokératine. La plakoglobine s’associe au segment cytoplasmique des
desmocollines et desmogléines. Elle est homologue & la B-caténine et est d’ailleurs parfois

retrouvée associée aux cadhérines au niveau des jonctions adhérentes (Gumbiner, 1996).

Espace intercellulaire Cytoplasme

Plakophilin-1

Desmocollins

Intermediate
Cellule en filaments

vis a vis

@

Desmogleins

esmosomes

Figure 3 : Modéle d’interaction des complexes protéiques au niveau des desmosomes. (D ’aprés Nollet et al.,
2000). Des hétérodimeres cis de desmocolline-desmogléine s’associent par leur domaine extracellulaire. Le
domaine intracellulaire s’associe a un complexe multiprotéique : plakoglobine, plakofiline-1 et
desmoplakine. Ces protéines font le lien avec les filaments intermédiaires.

Deux maladies auto-immunes de la peau et des muqueuses, pemphigus foliaceus et
pemphigus vulgaris, ont pour cause la production d’anticorps dirigés respectivement contre
les desmogléines Dsgl et Dsg3 (Lin et al, 1997). D’autres pemphigus & IgA ont pour cible la
desmocolline Dscl (Hashimoto et al, 1997). Ces divers pemphigus sont caractérisés par une
perturbation des desmosomes au niveau des cellules épithéliales, a I’origine d’un détachement
cellulaire provoquant I’apparition de cloques au sein des différentes couches de 1’épiderme
(Lin et al, 1997). Des souris transgéniques synthétisant la Dsg3 tronquée de son domaine
amino-terminal présentent des symptdémes proches de ceux du pemphigus vulgaris (Allen et
al, 1996). Les desmogleines sont également impliquées dans une variante de la keratodermie
palmoplantaire striée, correspondant a une hyperkératination des mains et des pieds. Cette
pathologie proviendrait d’une mutation ponctuelle conduisant & un épissage aberrant de
I’ARNm ayant pour conséquence la perte du domaine EC1 et du début de EC2 de la
desmogléine Dsgl (Rickman et al, 1999).
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4. Les jonctions communicantes (gap junctions)

Les jonctions communicantes correspondent a la concentration de canaux
intercellulaires au niveau des contacts entre deux cellules. L’unité de base de ces canaux est
une protéine transmembranaire, la connexine. Six connexines s’assemblent pour former un
connexon et l’association de deux connexons de deux cellules voisines forme un canal
intercellulaire. Ce canal permet a des ions et a d’autres molécules hydrosolubles (oses, acides
aminés, nucléotides et vitamines) d’une taille ~ <1 kDa de passer directement d’une cellule a

I’autre. L’espace intercellulaire est d’environ 3 nm.

En conclusion, les cellules sont capables, pour rester cohésives, d’organiser des
assemblages relativement complexes: les jonctions intercellulaires. La complexité
morphologique de ces structures se retrouve au niveau moléculaire. Ces jonctions sont
constituées de protéines d’adhésion et de protéines intracellulaires spécifiques qui peuvent
aussi servir de liens entre différents types de jonctions et intervenir dans la plasticité des
contacts. L’ensemble de ces protéines constitue un échafaudage supramoléculaire trés régulé
qui participe a la transmission du signal entre le milieu extra- et intra-cellulaire et

réciproquement, et, également d’une cellule a I’autre au sein d’une structure tissulaire.

Les jonctions adhérentes et les desmosomes sont structurés au niveau transmembranaire
par les membres de la superfamille des cadhérines. Ces molécules ont des structures tres
voisines et semblent remplir des fonctions différentes, dans des processus normaux et
pathologiques. La E-cadhérine, constituant principal des jonctions adhérentes dans les cellules
épithéliales, semble intervenir dans les premicres étapes de 1’assemblage du complexe
jonctionnel apical et ainsi étre un élément essentiel dans leur organisation. C’est la raison

pour laquelle notre intérét s’est particulieérement porté sur les cadhérines.

I1. La Superfamille des cadhérines

1. Description

Les cadhérines constituent une superfamille de glycoprotéines transmembranaires qui
lient le calcium, dont la plupart ont des propriétés adhésives. Dans cette superfamille, c’est la
E-cadhérine qui a d’abord été décrite, isolée a partir d’embryon de souris au stade morula et

appelée uvomoruline (Hyafil et al, 1981) ou L-CAM chez le poulet (Gallin et al, 1983). Peu
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apres la découverte de la E-cadhérine, la P- puis la N-cadhérine ont été décrites (Miyatani et
al, 1989; Nose & Takeichi, 1986). L’utilisation de RT-PCR a permis ensuite de découvrir
d’autres cadhérines (cadhérines 4 a 11) dans les tissus nerveux de rat (Suzuki et al, 1991).
Depuis, la superfamille des cadhérines n’a cessé de croitre grace aux programmes de
séquencage du génome, avec aujourd’hui plus de 350 cadhérines identifiées si I’on inclut les

isoformes caractéristiques des différentes espéces animales (Hulpiau & van Roy, 2009).

Tous les membres de la superfamille des cadhérines ont un domaine extracellulaire
multimodulaire avec la présence de « motifs cadhérines » d’environ 110 acides aminés de
long (Figure 2). Ces motifs cadhérines ont des sites trés conservés qui permettent de les
identifier, comme les séquences: LDRE (Leu-Asp-Arg-Glu), DXNDN (Asp-x-Asn-Asp-Asn)
et DxD (Asp-x-Asp) (Hatta et al, 1988) (Figure 6). Ces acides aminés constituent les éléments
structuraux des poches de fixation du calcium qui sont situés entre 2 modules extracellulaires
consécutifs. En effet, les cadhérines (Ca pour calcium et Adherin pour adhésion en grec) sont

des molécules dont 1’activité biologique est dépendante du calcium (Takeichi, 1977).

La E-cadhérine reste sans conteste la cadhérine la plus étudiée, et est souvent considéréee
comme la cadhérine de référence. Outre sa fonction de "colle moléculaire", elle est impliquée
dans un grand nombre de régulations au cours du développement embryonnaire, et est
capable d’influencer la différenciation cellulaire et la morphogénese des tissus (Larue et al,
1996a; van Roy & Berx, 2008). De plus le géne de la E-cadhérine est aussi considéré comme
suppresseur de tumeur (Jeanes et al, 2008). Cette molécule possede un ectodomaine
comprenant 5 modules extracellulaires de ~110 acides aminés chacun, un domaine
transmembranaire, et une queue cytoplasmique en interaction avec le cytosquelette d’actine
via les caténines. Nollet et al. ont proposé une classification basée sur les similarités de

séquences de I’ensemble des cadhérines en 5 familles (Nollet et al, 2000) (Figure 4) :

1. les cadhérines classiques de type | ont de nombreuses homologies de séquence avec la
E-cadhérine (68% a 78% pour le module EC1), et présentent des éléments conservés
comme un tryptophane en 2°™ position (Trp2) ou la séquence HAV (His79, Ala8o,
Val81). On en dénombre 5 différentes : les E-, N-, P-, R- et C-cadhérines ;

2. les cadhérines classiques de type Il ne présentent, au niveau du module EC1, que 40 a
50% d’homologie de séquence avec le module EC1 de la E-cadhérine. Le motif HAV,
est ici remplacé par le motif QAV (GIn76, Ala77, Val78). Ces cadhérines présentent
de fortes similarités entre elles, et en particulier 2 tryptophanes en 2°™ et 4°™ position
(Trp2 et 4). Elles sont au nombre de 12 (cadherine-5, -6, -7, -8, -9, -10, -11, -12, -18,-
19,-20 et la PB-) ;
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3.

les desmocollines et les desmogléines sont les cadhérines présentes au niveau des
desmosomes, comme ceci a déja été mentionné. Leur module EC1 présente ~50% de
similarité avec celui de la E-cadhérine. Les cadhérines desmosomales possédent aussi
un Trp2 et la séquence HAV. Cependant, leur segment cytoplasmique interagit avec
les filaments intermédiaires et non pas avec les filaments d’actine, a la différence des
cadhérines classiques de type | et Il. 1l existe 3 desmocollines et 4 desmogléines
différentes ;

les protocadhérines possedent 1 ou 2 modules extracellulaires supplémentaires par
rapport aux cadhérines décrites précédemment. Les modules extracellulaires sont
semblables au sein de cette méme famille, mais différents de ceux de la E-cadhérine
(Nollet et al, 2000). En particulier, le Trp2 et la séquence HAV ne sont pas présents au
sein de cette famille. Leur queue cytoplasmique difféere aussi de celles des autres
cadhérines ; elle interagit a la fois avec 1’actine, mais aussi avec les neurofilaments et
les microtubules (Yagi, 2008). Le domaine EC1 de certaines protocadhérines possede
un motif RGD (Arg-Gly-Asp) (Morishita & Yagi, 2007). Ainsi, ces molécules peuvent
interagir avec les intégrines (Mutoh et al, 2004). Avec plus de 50 membres différents,

elles constituent par le nombre la plus importante famille de cadhérines ;

les autres cadhérines sont répertoriées dans cette derniére famille, dite des protéines
apparentées aux cadhérines. Ces cadhérines ne possedent ni Trp2, ni séquence HAV et
ne présentent pas vraiment d’homologies entre elles. Dans cette famille, la T-
cadhérine est remarquable par le fait qu’elle est la seule cadhérine dépourvue de
domaine intracytoplasmique et est insérée dans la membrane par une ancre
glycosylphosphatidylinositol (GPI). Les Fat-cadhérines ou encore les cadhérines
flamingo a 7 domaines transmembranaires ont de multiples modules EC
(respectivement 33 et 9) ; elles ont de plus des motifs EGF et laminine, ainsi qu’une
boite Flamingo pour la cadhérine homonyme (Nollet et al, 2000). Il existe une

quinzaine de protéines apparentées aux cadhérines.

L’ensemble des données structurelles et fonctionnelles montrent que 3 ions calcium se

fixent dans chaque poche entre 2 modules cadhérines consécutifs, soit 12 ions sur

I’ensemble du fragment extracellulaire des cadhérines classiques, rigidifiant ainsi

I’ensemble de I’ectodomaine (Boggon et al, 2002; Pertz et al, 1999b). Cette fixation

(Kp~25 uM), qui s’opére de maniére coopérative, induit de légers changements de

conformation et participe a la maturité structurale de la protéine fonctionnelle (Courjean et

al, 2008). Les expériences de RMN de méme que les simulations numériques suggerent
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que cette fixation de calcium favoriserait la dimérisation des cadhérines (Haussinger et al,
2004; Haussinger et al, 2002; Sotomayor & Schulten, 2008). Une étude tres récente sur le
segment extracellulaire EC15 de la E-cadhérine par FRET (fluorescence résonance energy
transfer) confirme que, en solution, la dimérisation est dépendante de la présence de

calcium et est observée a 0.1 mM de calcium (Sivasankar et al, 2009; Zhang et al, 2009).

. Module Cadhérine @ Wotif EGF g Ancre GPI
. Nombre de modules (8 Motif Laminine
@ variable
992 |ons Calcium . Boite Flamingo
I, -9 l l
Fat- Flamingo T-
cadhérine cadhérine cadhérine
1 2 3 4 5
Cadhérines Cadhérines Cadhérines Proto- Protéines apparentées
de type | detypell desmosomales cadhérines aux cadhérines

Figure 4 : Représentation schématique des différentes familles de cadhérines.

2. Les cadhérines classiques de type |

a. Interface adhésive et échange de brin 8

L’organisation tridimensionnelle du domaine le plus externe, EC1, de la E-cadhérine
correspond a 7 brins B organisés en 2 feuillets, avec une topographie en « Y » et formant un
sandwich (ou tonneau-B), de dimensions : 45A x 25 A x 25 A (Overduin et al., 1995). Cette
structure, similaire a celle d’'un domaine d’immunoglobuline, est commune a tous les modules
cadhérine (Boggon et al., 2002). Les premieres images de cristallographie ont été obtenues
avec le module EC1 de la N-cadhérine (type 1) (Shapiro et al, 1995). Les cristaux présentent 2
interfaces d’association : i) I’une impliquant deux molécules orientées de maniere parallele,
avec 1’échange réciproque du premier brin f N-terminal et I’insertion de la chaine latérale du
Trp2 dans une poche hydrophobe de la molécule partenaire, ii) ’autre impliquant deux

molécules orientées de manieres antiparalléle. L’interprétation de ces observations a conduit
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les auteurs a proposer un premier modele d’interaction des cadhérines dit en « fermeture
éclair » (Figure 5), dans lequel les protéines s’associent d’abord en diméres paralléles sur la
méme surface cellulaire (interaction cis ou « Strand dimer ») puis ces dimeres paralléles,
présents sur les surfaces cellulaires voisines s’associent de maniére antiparallele (interaction

trans).

Figure 5 : Modé¢les d’interaction des cadhérines proposés a partir d’analyses structurales, (a) du domaine
ECL1 de la N-cadhérine (en « fermeture éclair », Shapiro et al., 1995) , puis (b) du fragment EC15 de la C-
cadhérine (Boggon et al., 2002).

Ce modele a été partiellement modifié par le méme groupe apres 1’étude structurale de
la totalité du segment EC1-5 de la C-cadhérine (Boggon et al, 2002). L’interface trans,
d’abord identifiée comme adhésive dans la premiére étude structurale (Shapiro et al, 1995),
n’a plus été retrouvée. Dans cette étude, le module EC1 s’associe parallélement au module
EC1 de la molécule partenaire par échange réciproque de brin § pour former la surface
adhésive, sans nécessité d’organisation préalable en dimere parallele (Figure 5 et Figure 6). Il
est important de souligner que cette interface avait initialement été considérée comme une
interaction entre cis diméres. L’organisation moléculaire dans ces cristaux ne révéle pas de
dimeéres paralléles, mais fait apparaitre un empilement de monomeéres en cis présentant une
courbure prononcée et une torsion des différents modules les uns par rapport aux autres. Des
contacts ont été visualisés entre modules EC1 d’une molécule et EC2-3 d’une cadhérine

voisine.

L’ensemble des structures disponibles pour les cadhérines classiques est résumé dans

le Tableau 1. Les cadhérines de type | y sont majoritairement représentées, et toutes les
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études, a I’exception de celle de Boggon et al., portent sur les fragments N-terminaux EC1 ou
EC12.

Famille  Prot. -Modules ade Longuiaur ech. Echar?ge ik Notes Références
: PDB :de chaine -de brin ‘Nter
EC1 1SUH 1-99 RMN NE monomeérique Overduin & al., Science 95
EC12 1EDH 3-212 RX NE 2 residus N-ter Nagar & al., Nature 96
désordonnés
EC12 | 1FFS{ 1212 i RX NE | M Pertz & al., EMBO J. 99
EC12 1065 1-99 RX NE GPLG icomplexé a Schubert & al., Cell 02
E-cadh l'internaline,
mutation D1S
T EC12 RMN NE M Haussinger & al., J.Mol.Biol. 02
EC12 1Q1P 2-212 RMN E residus N-ter Haussinger & al., EMBO J. 04|
............... désordonnés
i EC12 G2072% 1212 i RX i E % i . _._._{_ Parisini&al, ). Mol Biol. 07
Ceadh | ECL5 ILAWE 3540 J RX LB b el —_}.—.._Boggon & al., Science 02
EC1 INCI 2-99 RX E GS  imutation D27G Shapiro & al., Nature 95
Necadh EC1 INCG 1-99 RX E ) mutation D27G Shapiro & al., Nature 95
EC1 INCH 1-99 RX E GS  imutation D27G Shapiro & al., Nature 95
EC12 INCJ 2-214 RX E monomerique Tamura & al., Neuron 98
Apparentée | T-cadh EC1 2V37 1-105 RMN NE monomeérique | Dames & al., J. Biol. Chem. 08|
MN-cadhi _ EC1_ {1zVNT 197 | RX | E s 1 _ B Patel & al., Cell 06
cadliga EC1 2A4C 1-97 RX E mutation G15 Patel & al., Cell 06
Tipa i _EC12 i2AdE: 1206 } RX i E i jmutationG1S : Patel & al., Cell 06
EC1 1ZXK 1-97 RX E mutation G1S Patel & al., Cell 06
cadh-8 EC12 :2A62 1-206 RX E mutation G15 Patel & al., Cell 06|
EC1 - - RMN E mutation G1S Miloushev & al., Structure 08|

Tableau 1 : Liste des différentes études structurales publiées sur les cadhérines. Les fragments utilisés ont,
pour certains, leur extrémité N-ter modifiée par des acides aminés additionnels, (AA Nter). Certains
cristaux ne permettent pas de visualiser les acides aminés N terminaux, et les longueurs de chaines
correspondent aux résidus identifiables dans les cristaux. Les surfaces adhésives entre dimeres,
lorsqu’elles sont observables, incluent (E) ou non (NE) I’échange de brin .

Comme ceci a déja été mentionné, chaque module cadhérine est organisé en 2 feuillets
B (Figure 5), I’un des feuillets composé des brins 3 D, E et B, et I’autre des brins G, F et C. Le
brin A quant a lui est divisé en 2 segments : A* et A, qui n’interagissent pas avec le méme
feuillet (Posy et al, 2008) (Figure 6). Le segment N-terminal A* posséde 3 résidus qui
forment des liaisons hydrogénes avec le brin B du premier feuillet, alors que le segment A
est lié par des liaisons hydrogénes au brin C du second feuillet. Ces 2 segments sont séparés
par 2 ou 3 résidus (dont les Pro 5 et 6) qui connectent les 2 feuillets. Ces 2 ou 3 résidus
peuvent étre considérés comme une charniére ; en effet leur changement de conformation lors
de la dimérisation par échange de brins permet et facilite le mouvement du brin A* (Parisini
et al, 2007).
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Figure 6 : Topologie et architecture des domaines cadhérine. (a) Séquence en acides aminés du module
EC1 de la E-cadhérine et positionnement des brins dans la séquence. (b) Structure en feuillets p d’un
module EC de cadhérine de type | . (c) Détails de I’interface adhésive entre modules EC1 avec échange de
brin p (Parisini et al, 2007). (d) Structure de 2 cadhérines en interaction (Boggon et al, 2002).

Ces segments A et A* ont un role primordial dans I’interface adhésive. En effet pour
les cadhérines classiques de type I, I’interface adhésive est essentiellement formée par les
résidus intervenant dans cet échange de brin (Boggon et al, 2002; Shapiro et al, 1995). Les 2
modules EC1, en se positionnant de maniere parallele, échangent le brin A* et permettent a la
chaine latérale du Trp2 de s’insérer dans la poche hydrophobe de la molécule partenaire
(Figure 6¢). Il n’est donc pas étonnant que des acides aminés supplémentaires a I’extrémité N-
terminale, souvent présents dans les protéines recombinantes produites dans les bactéries,
puissent perturber I’interaction adhésive des cadhérines en interférant avec 1’échange de brin
B (Harrison et al, 2005b). De méme des mutations (notamment celle du Trp2 en Ala) qui
modifient cette interface perturbent ’efficacité adhésive de ces protéines (Harrison et al,
2005a; Harrison et al, 2005b; Perret et al, 2002a; Tamura et al, 1998a; Troyanovsky et al,
2003). Enfin, ces éléments structuraux pourraient aussi étre essentiels pour la formation de
dimeres paralléles en cis, entre molécules insérées dans la méme surface cellulaire. En effet il
a été montré, par cross-linking, que la formation de tels diméres impliquait 1’échange de brin
B (Troyanovsky et al, 2003).

En résumé, les cadhérines classiques de type | présentent, au niveau de leur domaine EC1,
trois éléments structuraux principaux trés conservés, qui contribuent a 1’échange du brin et

a la formation de I’interface adhésive (Figure 7):

1. un Trp en deuxieme position dans la séquence de la protéine fonctionnelle. La

chaine latérale de cet acide aminé s’insére dans une poche hydrophobe composée des
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résidus lle24, Tyr36, Ser/Ala78, et Ala80, soit dans la forme monomérique en
intramoléculaire, soit de fagon intermoléculaire conduisant a la formation d’un dimeére.
In vivo, la mutation sur la N-cadhérine de ce tryptophane en glycine affecte le
développement de certains organes ou cette molécule est présente, tels que la rétine ou
le cceur (Malicki et al, 2003), ce qui confirme 1’importance de cet acide aminé pour la

fonctionnalité adhésive des cadhérines ;

2. une contrainte dans la boucle charniére, du brin A* qui se relaxe lors de la
dimérisation, et favorise ainsi 1’échange de brin . Cette charniére est plus courte sur
le domaine EC1 que sur les autres domaines, de méme que sur les cadhérines
n’interagissant pas par échange de brin B. Les contraintes intramoléculaires sont
augmentées avec les prolines 5 et 6 tres conservées a 1’état monomérique (Parisini et
al, 2007). Lors de 1’échange du brin 3, la boucle charniere change de conformation et

le dimere est énergétiquement plus stable ;

3. enfin, le résidu Glutamine 89 est tres conservé. La chaine latérale de cet aminoacide
forme un pont salin avec le résidu chargé N-terminal ; ce pont salin participe
pleinement a I’interface adhésive. Le rajout d’acides aminés en N-ter ou la mutation
de Glu89 qui empéchent la formation de ce pont salin perturbent I’interaction entre

cadhérines.

Ces 3 eléments structuraux se retrouvent aussi chez les cadhérines de type Il et
desmosomales. L’échange de brin B, observé aussi dans les cristaux de cadhérines de type I,

pourrait donc étre un mode d’interaction commun a différentes familles de cadhérines.

P SR Spp) AP QP ) (R [y S (ppy [, (pRpp—— |

5 1s 25 35 45 55
E-cadh D;YVI:;QISCP ENEKCGEFPKN LVDIKSNROK ETRVFYSITG QGADKPPVGV FIIERETGWL
N-cadh 3"\!1, JINLP ENSRGPFPQE LVRIRSDROK NLSIRYSVIG PGADQPPTGI FIINPISGQL
P-cadh :)"“v"r;'_;ISVP ENGKGPFPOR LNQLKSHNKOR DIKIFYSITG PGADSPPEGV FAVEKEIGHL
R-cadh :iv'r,v' JINVP ENSREPFPQO LVRIRSUKUK EIHIRYSITG VGADQPEMEV FSIDPVSGRM
C-cadh DUVIZIIKVS ENERGPFPKR LVQDIKSHNKDR FNRKVYYSITG QGADNPPQGV FRIEWEIGHM

s bsmmibisamabo el simsmile sobosea Poswilinema

€5 75 85 95
E-cadh RVITQPLOREA IAKYILYS SSNGEAWBD PMEIVITVID QIN
N-cadh SVTKPL IARFHIRA :)INQ‘IQ‘VF:N PIDIVINVID MNDN
P-cadh LINKPL IARYELFG SENGASWSD DMNISIIVILC QIDH
R-cadh YVTREM RASYHIRA IDMNGNKWoN PIDLYIYVID MaDN
C-cadh LVTRPL YDRYVLSS SENEF‘V\EE DPMETITINVID QI

Figure 7 : Alignements de séquences de cadhérines de type I. Les acides aminés surlignés participent a
I’échange de brin B ; en jaune le site HAV trés conserveé ; en rose, les acides aminés formant le motif
cadhérine.

Une belle eétude de bioinformatique publiée récemment par le groupe de B. Honig a
examiné les éléments de séquence et de structure communs aux modules EC de cadhérines
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(Posy et al, 2008). L’alignement de séquences des modules EC1 a EC5 des cadhérines de type
| et de type Il disponibles dans les bases de données a permis d’identifier 14 acides aminés
conservés, outre ceux des motifs cadhérines, dont 13 sont hydrophobes. 11 de ces résidus
hydrophobes sont particulierement conserveés, dans plus de 70% des séquences étudiées. En se
basant sur leur localisation sur les brins B, ces positions ont été étiquetées A*2, B6, C1, C3,
D1, D3, F2, F4, F6, F8, G5 et G7. Les 2 acides aminés conservés restants, A8 et C5, ne sont
retrouvés que dans 50% des séquences etudiees. Toutes les chaines latérales de ces résidus
hydrophobes sont orientées vers 'intérieur de leur module EC, et ainsi non exposées au
solvant. Le seul acide aminé polaire conservé est en position A8 dans la boucle AB (Figure
8), qui appartient a la jonction entre modules consécutifs et aux 4 sites de liaison au calcium.

Cependant, cette Glu est aussi présente sur le module EC5, méme s’il ne fixe pas le calcium.

Les résidus hydrophobes conservés s’organisent en un réseau de contacts qui forment
des noyaux hydrophobes a I’intérieur des modules cadhérines. Ces noyaux hydrophobes
délimitent 2 groupes indépendants qui séparent le module EC en 2, séparés par un pont
formés des résidus G5 et C5. Le premier noyau hydrophobe (A*2, B6, D3, C1, C3, F6 et F8)
est retrouvé dans plus de 70% des séquences, alors que les 5 résidus du deuxieme noyau (D1,
F2, F4, et G7) forment des contacts trés conservés. Il est intéressant de remarquer que la
plupart de ces contacts sont présents a 1’interface entre les 2 feuillets B qui composent le
module cadhérine, et sont tres proches de ceux retrouvés dans les domaines

immunoglobulines.

L’ensemble des structures disponibles pour les cadhérines a aussi été analysé. Les
auteurs ont montré que les modules EC se superposent & 3 A pres, voire 2 A si 1’on ne
considére uniquement les éléments des feuillets B. De plus, ces structures révelent que les
modules correspondants de 2 familles différentes sont plus similaires entre eux que les
modules différents de la méme famille c'est-a-dire que les modules EC1 des cadhérines de
type | et de type Il se superposent mieux que les modules EC1 et EC2 des cadhérines de

type I.
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Figure 8 : Alignements de séquences et de structures des modules EC1 a EC5 des cadhérines de type | et
Il. (a) Alignement de séquences des modules EC1 & EC5 des cadhérines de type | et type Il. Les résidus
conservés sont surlignés, avec en vert les résidus du premier noyau hydrophobe et en rouge ceux du
deuxiéme noyau hydrophobe. Les deux résidus formant le pont entre les noyaux sont surlignés en orange.
(b) Les residus conservés sur la structure du module EC2 de la C-cadherine (PDB 1L3W) sont montrés en
representation « stick » et colorés comme en (a). (c) Alignement de structure des modules EC1 a ECA4.
L’alignement inclut le module de E-cadhérine EC1 (PDB 106S), N-cadhérine EC2 (1NCJ), E-cadhérine
EC2 (2072), C-cadhérine EC2 (1L3W), cadhérine-11 EC2 (2A4E), cadhérine-8 EC2 (2A62), C-cadhérine
EC3 (1L3W), cadhérine-8 EC3 (2A62), C-cadhérine EC4 (1L3W) (voir Tableau 1 pour références). Le
ségments A*, la boucle charniére et le segment A sont colorés (Les segments A* et A du domaine EC1 sont
en rose et la boucle charniére en rouge ; Les segments A* et A des modules EC2 a EC4 sont en bleu et la
boucle charniere en cyan). Pour plus de clareté, le domaine EC5 de la C-cadhérine a été exclu ; son brin A
a une orientation légérement différente.

Ces alignements de séquences et de structures permettent de définir des éléments
structuraux présents uniquement sur les modules EC1 et qui conférent a ce module la
propriété particuliere d’échange de brin B, et indispensable pour I’activité adhésive. Le Trp2,
que I’on retrouve sur tous les domaines EC1 des cadhérines classiques, est remplacé sur les
autres modules EC par un autre résidu hydrophobe sur cette position 2 (généralement une
Phe). La poche hydrophobe dans laquelle s’insére la chaine latérale du Trp2 est retrouvée sur

les modules EC2-5 et est en partie composée de 1’un des noyaux hydrophobes décrits
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précédemment avec les résidus B6, C3, F6 et F8. La longueur de la boucle charniére entre
les segments A* et A est, sur les modules EC1, plus courte de 2 acides aminés que sur les
autres modules (Figure 8b). La conséquence d’un brin A plus long sur les domaines EC2-5 est
que la boucle charniere est placée plus haut sur la structure de ces domaines, et qu’elle forme
un renflement (Figure 8c). Il est probable que le rétrécissement de cette boucle sur domaine
EC1 induise des tensions qui déstabiliseraient la forme monomérique, en plus des tensions
créées par les Pro5 et 6. Les modules EC2-5 ont une Pro2 conservée, et absente du module
ECI1. Cette Pro2 inhibe 1’échange de brin . Dans les domaines EC2-5, les résidus des brins B
et G forment une poche dans laquelle s’insere la Pro2, qui permet 1’ancrage des segments A*
et A au reste du module. Cette « ancre Pro » est remplacée par la VVal88 de la boucle FG dans
les modules EC1. Le résidu Glu89 est tres conservé sur les domaines EC1 et absent sur les
autres. Comme déja mentionné, la chaine latérale forme un pont salin avec 1’acide aminé
chargé de I’extrémité N-terminale, qui fait partie de I’échange de domaine. La mutation de
Glu89 par une Ala ou I’allongement de I’extrémité N-terminale interferent avec 1’adhésion

(Harrison et al, 2005b).

b. Modification de conformation lors de [’interaction : le Domain Swapping

Les informations que nous venons de synthétiser sur la structure des cadhérines sont
extrémement utiles pour la compréhension de leurs propriétés fonctionnelles. En effet, ces
protéines participent a la transmission de signaux au niveau inter et intracellulaire. La
connaissance de ces voies de communication a été incrémentée ces derniéres années grace a
I’apport de la génétique et de la biochimie avec la cartographie des interactions a 1’échelle du
protéome. Cependant, notre compréhension est souvent trés limitée pour ce qui concerne la
fagon dont les signaux sont transmis d’un composant a l’autre au sein d’une voie de
signalisation. Il est de plus en plus évident que cette signalisation repose sur les propriétés
dynamiques intrinséques des protéines qui transmettent des signaux par basculement d’un état
d’énergie a un autre en réponse a différents stimuli. La structure native, repliée, d’une
protéine déterminée par sa structure primaire est souvent considérée comme correspondant a
son ¢tat d’énergie le plus faible. Le repliement tridimensionnel de la protéine est contraint par
la compeétition entre forces entropiques (codt énergétique pour la maintenir repliée) et
enthalpiques (interactions favorables formées favorisant ce repliement). Ces forces
déterminent les mouvements intrinseques de la protéine. Les différents états que peut adopter
la protéine peuvent étre décrits par son « paysage énergétique ». Les états de conformations

de la protéine sont peuples en fonction de ses états d’énergie, et le passage d’un état
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énergétique a 1’autre est gouverné par la hauteur des barriéres d’énergie qui les séparent

(Smock & Gierasch, 2009).

4
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Figure 9: Les paysages énergétiques peuvent, par leurs modifications, changer les propriétés intrinseques
d’une protéine. (a) Illustration shématique d’un paysage énergétique d’une protéine, représentant les
énergies hautes en rouge, et basses en bleu. La reégion délimitée représente les états conformationnels
accessibles énergétiquement, qui pourront étre testés dans les conditions physiologiques, aux fluctuations
thermiques preés. (b) Une des fagons pour un signal de remodeler le paysage énergétique est de rétrécir la
taille de ’ensemble des états a2 un seul puits d’énergie.. Ceci réduit la dynamgqiue intrinséque de la
protéine, amenant a la rigidification structurale de la méme conformation. (c) Une protéine peut exister
en équilibre entre 2 états conformationnels différents. Des signaux extérieurs peuvent redistribuer
I’occupation relative de chacun des états. (d) Une légeére modification de (c) peut survenir si, en absence de
ligand, le niveau d’énergie le plus élevé conduit par une voie paralléle avec mofification du profil a la
conformation induite par le signal (d’aprés Smock et Gierasch, 2009).

l+ signal

La topographie du paysage énergétique est modulée par I’interaction de la protéine
avec d’autres protéines, des peptides ou des ligands plus petits, mais aussi par des
modifications covalentes, comme la phosphorylation de certains acides aminés. L’étude des
images statiques de la protéine, comme les celles issues de cristallographie par rayon X, sont
un bon point de départ pour sonder I’ensemble des états de la protéine. Par exemple, la
fixation ou le relargage de 1’oxygéne par I’hémoglobine requiert un changement de
conformation, qui a été immédiatement reconnu par les biophysiciens dés qu’ils ont étudié sa
structure (Perutz & Mathews, 1966).

25



L’oligomérisation des protéines induit un changement dans le paysage énergétique des
protéines. Plusieurs mécanismes d’assemblage des protéines sont décrits dans la littérature,
parmi lesquels I’empilement de structures « beta-plissées » comme pour les fibrilles
d’amyloide, d’empilement « téte a queue » retrouvée dans 1’oligomérisation de 1’actine, ou le

domain swapping comme pour les cadhérines.

Le terme domain swapping a été utilisé la premiére fois par Bennett et al. pour décrire
la structure dimérique de la toxine diphtérique (Bennett et al, 1994b). Cependant, le concept
d’échange de domaine a été décrit pour la premicre fois il y a plus de 40 ans avec la

description de la dimérisation de la ribonucléase pancréatique de beeuf (Crestfield et al, 1962).

Le domain swapping décrit un mécanisme d’oligomérisation dans lequel 2 ou
plusieurs chaines polypeptidiques échangent des éléments structuraux identiques. Si cet
échange est réciproque entre 2 monomeres, il y a formation d’un dimére. Mais le nombre de
chaines polypeptidiques échangées peut étre supérieur a 2 et conduire a la formation
d‘oligoméres. La description plus compléte des ¢léments du domain swapping fait

intervenir (Figure 10) :

1. le domaine échange : il peut référer a différents unités structurales, comme des brins
B, des hélices o et des structures au repliement plus complexe. En principe, le domaine
échangé peut se trouver n’importe ou dans la séquence, mais il est le plus souvent
retrouvé aux extrémités N- ou C-terminales des chaines polypeptidiques. Dans de
rares cas comme celui de la cyanovirine-N, la moitié de la structure peut étre
impliquée (Barrientos et al, 2002). Les sous-unités échangées sont identiques ; elles ne
possédent pas de différences dans leur conformation. Elles ont aussi un environnement

semblable dans les 2 conformations monomérique ou dimérique ;

2. la boucle charniére : ¢’est un segment de la chaine polypeptidique qui lie le domaine
échangé au reste de la protéine. Elle a une conformation différente entre la forme

monomérique et dimérique ;

3. Pinterface C (closed) : qui correspond a I’interface entre le domaine échangé et le
reste de la protéine; on la retrouve a la fois dans les formes monomériques et

dimériques ;

4. le dimere domain-swapped : un dimere avec une interface C entre 2 monomeres

« ouverts » est un dimere domain-swapped ;
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5. Pinterface O (open) : elle se trouve entre le domaine échangé et le reste protéine
partenaire ; elle n’est présente que dans la forme oligomérique et pas dans la forme

monomeérique.

La recherche des signaux moléculaires qui pourraient étre a 1’origine du domain swapping
s’est surtout focalisée sur la boucle charniére. En effet, c’est la seule partie qui posséde une
conformation différente entre 1’état monomérique et 1’état oligomérique avec domaines
échangés. Dans plusieurs structures, on retrouve des prolines dans cette boucle (Bergdoll et al,
1998; Boggon et al, 2002; Rousseau et al, 2001). Rousseau et al. ont suggéré que ces prolines
créent une contrainte dans la boucle et ainsi influencent 1’échange de domaines. En effet, la
mutation d’une proline en alanine stabilise la forme monomérique de la protéine pl3sucl,
alors que la mutation d’une 2°™ proline stabilise la forme dimérique. Cette boucle jouerait
donc le role de ressort moléculaire, et la tension serait relachée lors de la formation du dimere.
De méme, 1’ajout d’une proline chez la cyanovirine-N (Barrientos et al, 2002) ou le
raccourcissement de la boucle pour I’inhibiteur de la chymotrypsine (Chen et al, 1999)

peuvent aussi influer sur I’équilibre monomeére-dimeére en favorisant 1’échange de domaine.

Dimeres avec échange de

R , domaines
Monomeres « fermeés »

\
+ —_—> . Monomeéres
€ « ouverts »,
formants le
\/ D dimere domain-
swapped

Boucle charniére Interface C Interface O

Figure 10 : Définitions des éléments de I’échange de domaine.

Mais la modification de la boucle charniére n’est pas la seule modification susceptible
d’influencer I’échange de domaine. L’étude de la toxine diphtérique révéle que cette protéine,
qui dimérise par échange de domaine a pH 4, ne forme pas de dimeres a pH neutre, suggérant
qu’une haute barriére énergétique doive étre franchie pour conduire a la dimérisation. Il faut
donc apporter de 1’énergie pour déstabiliser 1’interface primaire du monomére. En effet, a
faible pH, les ponts salins qui stabilisent cette interface sont détruits, favorisant ainsi
I’ouverture du monomeére (Bennett et al, 1994a). Les interactions nouvellement créées sur
I’interface O stabilisent la forme dimérique et abaissent ainsi 1’énergie libre de dimérisation.
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Les auteurs ont donc proposé un modele énergétique ou, par diminution de pH, 1’abaissement

des énergies d’activation favorise la dimérisation (Figure 11).

Disrupt 99 Form X
interdomain "interface interdomain interface
d

and
dimer interface

Free energy

Open monomer
Closed monomer Domain-swapped
mer

Association pathway

Figure 11 : Relations entre énergies libres des dimeres de la toxine diphtérique par échange de domaines,
et de leurs monomeres (Bennett et al, 1994a).

Ce schéma, caractéristique de 1’échange de domaine, n’est pas sans rappeler celui proposé
par Chen et al. pour I’interaction des cadhérines et que nous aborderons plus loin (Figure 20).
Dans ce cas précis, la variation de pH influe sur les énergies libres, facilitant la dimérisation.
Plus généralement, 3 facteurs peuvent affecter les différences d’énergie libre entre le

monomere et le dimére :

1. une entropie plus grande pour le monomere, qui favorise thermodynamiquement

I’ouverture de son interface ;

2. la flexibilité de la boucle charniére qui positionne de nouvelles interactions apres
I’échange de domaine. Le changement de conformation de cette boucle peut aussi

contribuer aux différences d’énergie libre ;

3. La nature de l’interface O, nouvellement créée par I’échange de domaine et qui
n’existe pas dans la forme monomérique. Ces nouvelles interactions peuvent favoriser

la formation du dimére.

Ainsi, in vitro, I’échange de domaine peut étre d0 aux conditions de préparation des
échantillons en modifiant les 3 criteres précités. Par exemple, la protéine
Barnase (ribonucléase bactérienne) dimérise par échange de domaines a pH 4,5, mais pas dans

les conditions physiologiques (Zegers et al, 1999). D’autre exemples comme SpoOA, les

28



récepteurs Trk ou encore les récepteurs neutrophin (Lewis et al, 2000; Ultsch et al, 1999;
Urfer et al, 1995) montrent que 1’échange de domaines peut étre la cause d’artefacts dus a la
préparation des échantillons. Une attention toute particuliere doit donc étre prise quant a
I’interprétation des résultats, et notamment en prenant en compte les conditions

expérimentales d’obtention d’échange de domaine.

Il est intéressant de remarquer que ces caractéristiques structurales sont retrouvées dans
I’échange du brin B des cadhérines de type 1. Les interfaces primaires monomérique et
dimérique sont quasiment identiques. Nous avons déja vu que leur boucle charniere posséde 2
prolines trés conservées par I’ensemble des cadhérines de type I (Pro5 et 6) et que la
modification de leur surface d’interaction favorise la forme monomérique (Harrison et al,
2005b; Prakasam et al, 2006a). En revanche, il faut souligner que les cadhérines de type Il
n’ont pas de prolines dans leur boucle charniére, qu'une interface O nouvelle non présente
dans la forme monomeérique est crée par la formation du dimere. Les 2 études structurales qui
décrivent I’interface d’interaction entre cadhérines de type II montrent un échange de brin 3
(Miloushev et al, 2008; Patel et al, 2006) mais les conditions expérimentales ne respectent pas
les conditions physiologiques de pH ou de salinité. D’autres études sont donc a mener pour

confirmer ou infirmer I’interaction par échange de brin B des cadhérines de type II.

C. Implication des modules EC dans [’interaction cadhérine

Les études de structures décrites précédemment mettent 1’accent sur I’importance du

module EC1 et I’échange du premier brin  dans 1’interaction cadhérine.

Les premiéres données cinétiques ont été obtenues sur la E-cadhérine par la méthode
de chambre a flux laminaire (Figure 12). Des billes recouvertes des 2 premiers modules EC1-
2 (E/EC12) sont injectées dans la chambre sous un flux constant et contr6lé, et peuvent
interagir avec les cadhérines fixées sur le fond de la chambre. Les variations du flux
permettent de moduler la force appliquée sur la bille, et donc la contrainte mécanique
appliguée sur I’interaction. La durée de vie courte de ces interactions, de I’ordre de 2s a force
nulle, permet de rendre compte des fonctions de haute sélectivité et de plasticité des

interactions entre les cadhérines (Perret et al, 2002a).

Ces résultats ont ensuite été confirmés par d’autres approches, par RMN (Haussinger
et al, 2004), AFM (du Roure et al., 2006) ou trés récemment par résonance de plasmons de
surface (Katsamba et al, 2009). En RMN, des conformations differentes sont observées pour

le monomére avec ou sans Ca>*, ou le dimére dont la formation nécessite la complexation du
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Ca®*. La liaison du Ca’* entre les modules ECl et EC2 déplace I’équilibre vers 1’état
dimérique ; la constante de dissociation a 1’équilibre Kp du fragment E/EC12 varie de 10mM
en absence de Ca®* 4 0.7mM en présence de Ca**. La constante d’association Ko, caractérisant
la formation du dimére en solution (~10*M™s™) est plusieurs ordres de grandeurs inférieure a
celle d’un processus limité par la diffusion (~10°M™s™), indiquant que la dimérisation est trés
limitée par une barriére d’activation (Haussinger et al, 2004). Ainsi, ces données suggéerent
que la cohésion cellulaire serait assurée par des molécules aux faibles affinités d’interaction,

ce qui peut sembler surprenant.

3 4
Force (pN)

e T e
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Figure 12 : Schéma de la chambre a flux laminaire (a) ; les billes sont soumises a un gradient de vitesse
controlé, qui permet de corréler la tension T qui leur est appliquée a la vitesse V (b). Les protéines sont
fixées par 2 couches d’Ig sur la bille et par affinité au nickel Ni’* sur le mica via leur motif C-terminal
hexa-histidine (c). Cette technique a permis la premiére caractérisation dynamique du fragment EC12 de
la E-cadhérine (d) (Perret et al, 2002a).

Les travaux pionniers du groupe de D. Leckband ont révélé par Surface Force
Apparatus (ou SFA) que les différents modules pouvaient établir des interactions multiples,
comme nous le verrons plus loin. Les modules EC2 et EC3 sont aussi impliques,
respectivement en favorisant la fixation du calcium et en permettant I’interaction cis (Boggon

et al, 2002; Haussinger et al, 2004).

L’implication directe des modules profonds (EC4-5) dans les contacts adhésifs n’ont
pas été confirmés par les études structurales, puisque dans 1’état actuel des connaissances,
seuls les modules EC1-3 ont été visualisés en interaction (Boggon et al, 2002). Différentes

questions restent posées pour savoir quelle est la part des différents modules dans la
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fonctionnalité des cadhérines : est-ce que ces modules profonds maintiennent les modules
EC1-3 a bonne distance de la membrane avec laquelle ils pourraient interagir de maniére non
spécifique, et pour optimiser 1’accessibilité et la formation des interactions adhésives ? Sont-
ils tous directement impliqués dans le processus adhésif dans certaines conditions

physiologiques ?

L’utilisation des fragments de C-cadhérine dans des expériences de SFA montre que
des contacts adhésifs multiples existent le long du domaine extracellulaire (Sivasankar et al,
1999). Cette approche permet de mesurer simultanément la distance entre deux surfaces et la
force requise pour séparer les fragments en interaction. Trois décrochages successifs sont
observés lors de la séparation du fragment EC1-5 de la C-cadhérine, ce qui a été interprété

comme reflétant des interactions multiples entre les différents modules EC.
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Figure 13 : La technique de BFP a permis d’établir le spectre de force dynamique et de caractériser 4
interactions différentes entre fragments E/EC15 (Perret et al, 2004), tandis que la SFA met en évidence le
réle du module EC3 (Zhu et al, 2003) dans les contacts adhésifs entre fragments EC1-5 des cadhérines.

La technique de Biomembrane Force Probe (BFP) développée par E. Evans (Merkel et
al, 1999) a permis de sonder ’influence des modules plus profonds sur la dynamique (Perret
et al, 2004). Ces travaux ont confirmé la présence d’interactions multiples révélées par D.
Leckband et mis en évidence une hiérarchie de résistance au stress mécanique le long du
fragment extracellulaire de la E-cadhérine et 4 interactions ont été caractérisées: les modules
EC1-2 établissent des interactions labiles de 0,1s et 1s, tandis que les modules plus profonds
permettent des interactions beaucoup plus stables de 10% et 10°s (Figure 13). Les modules
EC1-2 sembleraient donc étre impliqués dans la reconnaissance et la spécificité des
interactions ; ce résultat confirma donc ceux obtenus par la méthode de chambre a flux
laminaire. Les modules plus profonds EC3-5 participeraient au renforcement et a la stabilité

des interactions. Ces propriétés ont ensuite été confirmées par cette méme technique sur la C-
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cadhérine (Bayas et al, 2006). Des données obtenues par SFA mettent en évidence un réle trés
important du module EC3 dans ce renforcement (Zhu et al, 2003). En effet, la délétion de ce
module empéche les cadhérines recombinantes ainsi modifiées de former les interactions

longues et stables (Figure 13).

Une étude réalisée dans le groupe de B. Gumbiner permet de replacer ces résultats
dans le contexte cellulaire (Chappuis-Flament et al, 2001). Les auteurs ont fonctionnalisé des
surfaces avec différents fragments recombinants d’ectodomaines de C-cadhérines (Figure
14a), ou certains modules EC ont été supprimés ou substitués. Des cellules CHO exprimant la
C-cadhérine ont ensuite été mises en contact avec ces surfaces pour en tester les propriétés.
L’efficacité adhésive est évaluée par la résistance au détachement des cellules ensemencées
sur les surfaces recouvertes de diverses protéines recombinantes (Figure 14b-c). En accord
avec les données obtenues par BFP, ces expériences mettent en évidence 2 types d’adhésion
conduisant a: i) une faible résistance au stress mécanique sur les surfaces recouvertes de
fragments EC12 ; ii) une plus forte résistance lorsque les modules plus profonds EC35 sont
présents. L’importance du module EC3 déja révélée par D. Leckband par SFA semble

confirmée (Figure 14b). Néanmoins I’implication des modules EC4 et ECS5 reste a éclaircir.
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Figure 14 : Evaluation de la participation des différents modules de C-cadhérine dans I’efficacité adhésive

3. Les cadhérines classiques de type 11

Comme nous ’avons évoqué précédemment, les cadhérines de type I et II présentent
de fortes homologies de séquences. Cependant il a fallu attendre 2006 pour que les premieres

images structurales de cadhérines de type 1l soient disponibles (les cadhérines-8, -11 et MN-,
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tableau 1) (Patel et al, 2006). Les domaines EC des cadhérines de type Il ont une structure
globale trés proche de celles de type I, & savoir un repliement en 7 brins  organisés en 2
feuillets (domaines Ig-like). Dans cette étude, les auteurs ont observé que 1’échange de brin 8
ici inclut les chaines latérales des Trp2 et 4, conservés chez les cadhérines de type II, et
insérées dans une large poche hydrophobe de la molécule partenaire (Figure 15). Les auteurs
retrouvent un pont salin entre Glu 87 et I’extrémité N-ter, ainsi que la fixation de 3 ions Ca**
entre 2 modules EC consécutifs. Il faut cependant noter que les cadherines de type Il ne

possedent pas le motif (Pro5-Pro6) qui favorise la dimérisation des cadhérines de type I.

Les données structurales attribuent une surface adhésive de ~1600 A pour les
cadhérines de type | (Parisini et al, 2007), et de 2700-3300 A pour les cadhérines de type |1
(Patel et al, 2006). Une surface d’interaction plus étendue suggere que les cadhérines de type
Il forment des interactions beaucoup plus fortes que les cadhérines de type I. Ceci est difficile
a corréler avec le phénotype des cellules qui expriment ces 2 types de cadhérines. En effet par
exemple, la E-cadhérine (de type 1) est exprimée a la surface de la plupart des épithéliums, et
forme des interactions tres stables et cohésives alors que la cadhérine-11 (type Il) est surtout
présente sur des cellules de phénotype mésenchymateux, dans des contextes de plasticité
cellulaire, de migration pendant le développement et la progression tumorale. Des expériences
utilisant des micropipettes ont permis de mesurer les forces d’adhésion a 1’échelle cellulaire
de I’ordre de 100 pN pour les E- et N-cadherines (type 1) et plus faibles, ~10 pN pour les
cadhérines-11 et -7 (typell) (Chu et al, 2006). Il apparait donc que le mode d’interaction des

cadhérines de type II reste encore mal compris, et nécessite d’étre documenté.

Figure 15 : Interface adhésive entre modules 11/EC1 en interaction, avec échange du brin p A*. Les
Tryptophanes (Trp2 et 4) sont représentés en rouge ; sur la zone d’interaction hydrophobe les chaines
latérales de la phénylalanine 8 (F8) et et I’Isoleucine 10 (I10) sont mises en évidence sur le brin A.

Récemment, B. Honig et L. Shapiro ont complété ces études structurales de
cristallographie en RX par I’étude en RMN du domaine EC1 d’une cadhérine de type I, la
cadhérine-8 (Miloushev et al, 2008). La constante d’équilibre monomere-dimere Kp de cette
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interaction est de 0.84 mM en absence de calcium, et 0.11mM en présence de 15 mM Ca?*.
Plus précisément, les auteurs distinguent 2 types d’association possibles : i) un mécanisme

inducted-fit, et ii) un mécanisme selected-fit (Figure 16) :

Figure 16 : Deux mécanismes différents sont décrits pour obtenir le dimére de cadhérine de type Il
(Miloushev et al, 2008) : une voie inducted fit (bas) ou les monoméres s’associent sans activation
préalable ; une voie selected fit ot les monomeéres doivent exposer leur brin p avant de pouvoir s’associer
(haut).

Dans le mécanisme selected-fit, la collision entre molécules actives avec leurs brins 3
Nter exposés donnent lieu a la formation de dimeéres; dans le mécanisme inducted-fit, 2
molécules avec les brins B en conformation intramoléculaire forment un complexe initial,
puis dans un deuxiéme temps les brins [ s’échangent pour finalement former le dimeére
adhésif. Méme si la détermination des énergies d’activation obtenues par RMN sur le module
EC1 est en faveur d’un mécanisme selected-fit pour la formation des diméres, des études
complémentaires sont a prendre en compte. En effet, nous 1’avons vu plus haut, des
différences notables existent entre cadhérines de type I et II au niveau de 1’échange de brin f.
De plus, le fragment extracellulaire complet EC15 peut se comporter de maniére différente,
car la poche de fixation de calcium sur le module isolé EC1 est incompléte. Cette poche
calcium est en effet essentielle a I’interaction des cadhérines de type I (Harrison et al, 2005a;
Prakasam et al, 2006a). Les études dynamiques devraient aussi nous renseigner sur le role des
acides aminés clés de I’interaction des cadhérines de type II, et sur I’importance relative de
I’échange du brin B par rapport a la zone d’interaction hydrophobe, dans les conditions plus

proches de la physiologie (voir I’article 2 de ce travail de these).

4. Les cadhérines desmosomales

Il existe deux types de cadhérines desmosomales: les desmocollines et les
desmogléines (Marcozzi et al, 1998). Les cadhérines desmosomales, bien que proches des
cadherines classiques par leur séquence et leur structure (PDB 2YQG), forment une famille
distincte. Ces molécules ont la méme architecture que les cadhérines classiques : leurs

segments extracellulaires avec 5 domaines présentent 30 a 35% d’identité de séquence et le
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5™ domaine est le moins bien conservé (Patel et al, 2003b). Leur segment cytoplasmique,
bien que relativement divergent, possede un domaine de liaison a la plakoglobine. Celle-ci
interagit avec la desmoplakine qui elle-méme s’associe aux filaments intermédiaires (Figure
3). A I’heure actuelle, 3 desmocollines et 4 desmogléines ont été identifiees. Ces cadhérines
s’organisent en hétérodiméres, c’est-a-dire qu’une desmogléine s’associe avec une
desmocolline en cis (Chitaev & Troyanovsky, 1997). De tels dimeéres, a la surface de deux
cellules adjacentes, interagissent ensuite en trans pour participer la structuration des structures
jonctionnelles appelées desmosomes. L’adhésion cellulaire forte des desmosomes viendrait
d’interactions hétérophiles entre ces 2 différentes cadhérines, et de leur ancrage aux filaments

de cytokératine au niveau de leur plague intracytoplasmique.

(@)

Figure 17 : Organisation des cadhérines au sein des desmosomes. (a)Hypothése pour la perte d’adhésivité
des desmosomes au cours de la réparation tissulaire (Garrod et al, 2005). [A] Dans I’épiderme normal, la
PKCa. diffuse librement, les desmosomes sont structurés et leur organisation est indépendante du calcium.
[B] Apreés blessure, les PKCa s’associent a la plaque desmosomale. [C-D] Les éléments de la plaque
desmosomale sont phosphorylés par la PKCa. [E] Un signal transmembranire désorganise les cadhérines
desmosomales ; I’adhésion devient dépendante du calcium. [F] Finalement, le desmosome est internalisé.
(b) Images obtenues sur des échantillons déshydratés par tomographie des desmosomes et révélant des
cadhérines désorganisées (He et al, 2003) et (c) échantillons vitrifiés et montrant des arrangements
moléculaires ordonnés (Al-Amoudi et al, 2007).

Malgré les homologies de structure entre cadhérines classiques et desmosomales, les
jonctions adheérentes et les desmosomes sont aisément identifiables morphologiquement en
microscopie électronique a transmission, par leur espacement intermembranaire et la densité
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de la plague cytoplasmique (Farquhar & Palade, 1963; Miyaguchi, 2000). Les jonctions
adhérentes, ou sont présentes les cadhérines classiques, ont un espace intercellulaire de 25 nm
et sont relativement peu organisées. L’espace intercellulaire au niveau des desmosomes est
plutét de I'ordre de 30 nm, avec une ligne dense aux électrons au milieu de 1’espace
intercellulaire (Al-Amoudi et al, 2007; Farquhar & Palade, 1963). Cette ligne pourrait étre
indicative d’un arrangement trés organis¢ des domaines extracellulaires des cadhérines

desmosomales dans ces structures.

Ces différences morphologiques entre desmosomes et jonctions adhérentes pourraient
étre explicables en partie par une flexibilité différente des domaines extracellulaires des
cadhérines qui les constituent. De plus, les cadhérines desmosomales présentent des
comportements distincts vis-a-vis du calcium et réalisent 2 types d’adhésion : i) une adhésion
indépendante du calcium, dite « hyper-adhésive » et caractérisée par une organisation quasi
cristalline (Garrod et al, 2005) ; ii) une adhésion dépendante du calcium, caractérisée en partie
par la perte de la ligne dense au milieu de ’espace intercellulaire, et se rapprochant davantage
des jonctions adhérentes par leur morphologie en microscopie électronique (Wallis et al,
2000).

La structure classique des desmosomes est observée dans les tissus au repos. Dans
certaines situations physiologiques, en particulier lors de processus de remodelage tissulaire
apres blessure, il y a par recrutement de Protéine Kinase Ca (PKCa) au niveau de la plaque
desmosomale, phosphorylation de constituants de cette plaque. Un signal transmembranaire
est généré et suivi d’une modification de 1’organisation du desmosome qui devient sensible au
calcium (Garrod and Kimura, 2008) (Figure 17a). Ces observations, qui peuvent paraitre
contre-intuitives, présentent 1’intérét de révéler différents niveaux d’organisations
macromoléculaires de ces plaques adhésives, généralement considérées comme tres figées,

trés stables, de méme que leur plasticité et leur adaptation aux conditions physiologiques.

Si les jonctions intercellulaires sont bien caractérisées en microscopie électronique
conventionnelle, seules 2 études par tomographie sont actuellement disponibles et portent sur
I’organisation spatiale des cadhérines dans les desmosomes. La difficulté vient tres
probablement de la plasticite de ces plaques adhésives, méme si elles apparaissent tres
structurées. La premiere étude, obtenue sur des échantillons tissulaires déshydratés, confirme
que le module EC1 est le principal module impliqué dans I’interface adhésive (He et al,
2003). En effet la modélisation de la structure cristalline du domaine extracellulaire de la C-
cadhérine dans la cartographie tomographique a révélé des interactions stochastiques entre les

cadhérines, avec 3 arrangements principaux des segments extracellulaires qui ressemblent aux
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lettres W, S et A, ou les molécules interagissent par leur domaine N-terminaux (Figure 17a).
Ces interactions moléculaires suggérent une grande flexibilité des dimeres. Une étude plus
récente, realisée sur des échantillons vitrifiés, révele quant a elle un arrangement moléculaire
périodique dans les desmosomes (Al-Amoudi et al, 2007) (Figure 17b). Les cadhérines y sont
organisées en intervalles de ~7nm le long de la ligne dense intercellulaire, présentent une
forme courbée proche de la structure cristalline de la C-cadhérine (Boggon et al, 2002), mais
surtout on y distingue des diméres cis et trans évoquant ceux déja décrits dans la littérature
dans le modeéle de « fermeture éclair » (Shapiro et al, 1995). Il faut cependant garder a 1’esprit
que les modes d’interaction cis et trans des cadhérines ne sont pas encore complétement
élucides et restent ouverts a débats. Une différence essentielle entre ces 2 études est la
méthode de préparation des échantillons. La déshydratation pourrait étre a 1’origine de la
désorganisation des desmosomes observée par He et al. (par la méthode de freeze-
substitution). En revanche, la seconde approche, utilisant la vitrification des structures par
refroidissement rapide, préserverait mieux les structures natives des échafaudages

moléculaires.

La visualisation des desmosomes par tomographie offre une formidable perspective
pour la compréhension du fonctionnement des cadhérines classiques au niveau des jonctions
adhérentes, tant la similitude entre les cadhérines classiques et desmosomales est grande.
Cependant I’organisation des cadhérines classiques n’a jamais été observée par tomographie
dans le contexte cellulaire malgré les tentatives infructueuses pour I’instant d’imager les
jonctions adhérentes (Frangakis, communication personnelle). Cette analyse est trés
probablement rendue difficile par les propriétés intrinséques différentes dues a la composition
biochimique et aux comportements dynamiques de ces jonctions. En effet, les jonctions
adhérentes apparaissent moins organisées que les desmosomes ; par ailleurs, les desmosomes
sont principalement présents dans des tissus soumis a des contraintes mécaniques
(épithéliums, et muscle cardiaque) et sont impliqués dans diverses pathologies cutanées. Ces
disparités d’observations entre les travaux de He et al. et ceux de Al-Amoudi et al. sont peut-
étre aussi le reflet de différents états d’organisation de ces structures et de leurs adaptations

aux conditions physiologiques.

5. La T-cadhérine

La T-cadhérine est une cadhérine atypique. En effet, alors qu’elle posseéde la structure
extracellulaire générale des cadhérines classiques (5 modules EC), elle n’a ni domaine
transmembranaire, ni domaine intracellulaire et est insérée a la membrane plasmique par une
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ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Ranscht & Dours-Zimmermann, 1991) (Figure 4).
Le domaine EC1 de la T-cadhérine présente ~38% d’homologie avec celui de la E-cadhérine,
et 30% avec les domaines EC1 des autres cadhérines classiques (Dames et al, 2008; Ranscht
& Dours-Zimmermann, 1991). Elle conserve les sites de fixation au calcium entre ses
modules EC. Cependant, la T-cadhérine ne posséde ni Trp2 (remplacé par une lle en position
2) ni séquence HAV (trés conservée chez les cadhérines classiques). Ces différences
structurales laissent penser que la T-cadhérine n’interagit pas par échange de brin 3 comme
c’est le cas pour les cadhérines classiques. Cette hypothése a été renforcée récemment par
I’étude RMN de son domaine EC1 (Dames et al, 2008). La T-cadhérine semblerait interagir
en formant d’une interface en X (résultats non publiés, voir (Posy et al, 2008)), analogue aux
structures observées avec des fragments de E-cadhérine présentant des extrémités N-ter
modifiées par Nagar & al. et Pertz & al. (Nagar et al, 1996; Pertz et al, 1999b).

Les interactions que cette cadhérine établit in vivo ne sont pas encore clairement
définies, mais de nombreuses études suggerent que cette protéine serait impliquée dans la
motilité cellulaire plutdt que dans des phénomeénes adhésifs (Lee et al, 2008; Philippova et al,
2003; Philippova et al, 2009; Resink et al, 1999).

Figure 18 : Images par microscopie confocale montrant les différentes distributions de la T-cadhérine sur
des cellules polarisées soit (a) a la membrane apicale (Koller & Ranscht, 1996), soit sur les surfaces
basolatérales (Zhou et al, 2002). Les images du haut montrent des vues de dessus (coupes xy) et celles du
bas des tranches (coupes xz).

La T-cadhérine n’est pas concentrée spécifiquement au niveau des jonctions
intercellulaires, et son insertion membranaire via une ancre GPI favoriserait sa localisation
dans les radeaux lipidiques, lui procurant un réle dans la migration directionnelle plutét que

dans I’adhésion cellulaire. Il est intéressant de remarquer que I’ancre GPI résiste peu a la
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force mécanique (Cross et al, 2005), et peut facilement étre extraite d’une bicouche lipidique,

ce qui est en accord avec des fonctions autres qu’adhésives de la T-cadhérine.

Sur différents types cellulaires polarisés (épithélium intestinal de poulet in vivo,
MDCK) la T-cadhérine est localisée a la surface apicale (Koller & Ranscht, 1996). Cependant
dans les cellules basales de la peau, la T-cadhérine est localisée au pble basolatéral (Zhou et
al, 2002). Ces observations montrent que la T-cadhérine peut présenter différentes
distributions en fonction du type cellulaire suggérant que cette protéine pourrait avoir
différents effets sur le comportement cellulaire (Figure 18).

L’¢étude de la T-cadhérine prend de plus en plus d’essor, en particulier parce que sa
dérégulation est corrélée a 1’apparition de nombreux types de cancers (Hebbard et al, 2008;

Lee, 1996; Ogama et al, 2004).

6. La spécificité d’interaction des cadhérines

De trés nombreuses observations, allant des patrons d’expression des cadhérines au
cours du développement embryonnaire a 1’analyse comparative de I’adhérence au niveau
moléculaire et cellulaire, ont été faites pour caractériser les propriétés adhésives des
cadhérines (Gumbiner, 2005; Mege et al, 2006; Takeichi, 1995). La majorité des données est
en faveur d’interactions homophiles. Ceci peut étre difficile a concilier avec les
caractéristiques structurales décrites précédemment, (Trp2 et échange de brin B qui forment
’interface adhésive) partagées par I’ensemble des cadhérines de type I (voir Tableau 1), et qui
n’expliquent pas comment celles-ci réalisent des interactions spécifiques. Quelques
différences structurales existant a la périphérie de I’interface pourraient affecter la spécificité
intrinséque des cadhérines. Les différences d’énergie entre les interactions homophiles et
hétérophiles sont faibles, de 1’ordre de quelques kcal/mol (Prakasam et al, 2006b; Shi et al,
2008). Nous verrons avec quelques exemples, que les mécanismes moléculaires conduisant a

la sélectivité de I’adhésion des cadhérines ne sont encore que partiellement compris.

a. Tests d’agrégation cellulaire
Les tests d’agrégation cellulaire furent parmi les premiers essais utilisés pour étudier
I’adhérence cellulaire. IIs ont permis d’évaluer le caracteére adhésif de différentes molécules

de surface et particuliérement des cadhérines.
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Les cellules sont mises en contact par agitation et leur capacité adhésive est évaluée
par la formation d’agrégats. Roth et Weston en 1967 ont obtenu des mesures qu’ils ont
définies comme «quantitatives » en comparant la vitesse a laquelle des cellules
embryonnaires dérivées du cartilage, du foie ou des muscles pectoraux de poulet forment des
agrégats homogeénes. Ils ont constaté une préférence pour la formation d’interactions
homotypiques par rapport aux interactions hétérotypiques (Roth, 1968). Plus tard Moyer et
Steinberg ont mesuré la vitesse a laquelle des agrégats sphériques de méme taille, de foie (F),
de cceur (C) ou de rétine (R) d’embryons de poulet étaient capables de s’associer dans des
conditions standardisees (Moyer & Steinberg, 1976). Une hiérarchiec d’association a été
observée : F-F > C-C > F-C > R-R > C-R > F-R. Méme si les interactions homotypiques
semblent étre favorisées par rapport aux interactions heéterotypiques, une interprétation
moléculaire est délicate. En effet, les agrégats sont partiellement homogénes au niveau

cellulaire et de plus le niveau d’expression des cadhérines n’est pas maitrisé.

Plus tard, Steinberg et collaborateurs ont testé 1’hypothése d’adhésion différentielle
(DAH, Differential Adhesion Hypothesis) sur les cadhérines. Cette théorie propose que
I’ensemble des cellules dans un tissu, au méme titre que 1’ensemble des molécules dans un
liquide, adopte une organisation permettant de minimiser 1’énergie libre du systéme ; cette
minimisation de I’énergie libre dépend essentiellement des interactions cellule-cellule (Foty &
Steinberg, 2005). Dans leurs expériences, des cellules exprimant des niveaux comparables de
P- ou de E-cadhérine s’intermixent, tandis que des cellules exprimant la R- ou la B-cadhérine
se démixent et s’organisent de fagon hétérogene (Duguay et al, 2003). Ces observations
suggerent que 1’énergie d’adhésion hétérophile entre la R- et la B-cadhérine est plus faible
que leurs interactions homophiles respectives, alors que I’interaction hétérophile P- vs E-
cadhérine est équivalente aux interactions homophiles respectives. Dans cette méme étude, les
auteurs soulignent que le niveau d’expression des cadhérines est primordial pour pouvoir

interpréter leur comportement cellulaire collectif.

Plus récemment, des tests d’agrégation cellulaires similaires ont ét¢ menées sur des
cellules exprimant la E-cadhérine et la N-cadhérine (type 1), ainsi que la cadhérine 6b (type II)
(Figure 19) (Katsamba et al, 2009). Comme dans les expériences de Duguay et al., les cellules
forment des agrégats homogenes pour les interactions homophiles et des agrégats mixtes pour
les interactions hétérophiles entre cadhérines de type 1. Les cellules exprimant les cadhérines
de type I et 1l n’agrégent pas entre elles (montrant que les cadhérines de type I et de type II
n’interagissent pas les unes avec les autres). Les auteurs ont mesuré par centrifugation
analytique et résonance plasmonique de surface les constantes d’interaction des interactions
homophiles et hétérophiles entre ces 3 cadhérines. Ils ont ensuite relié le comportement
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cellulaire observé dans les tests d’agrégation a ces constantes de dissociation moléculaires par

un modeéle que nous allons décrire maintenant.
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Figure 19 : Expériences d’agrégation cellulaire ; (a) différents cas de figures prévus par la DAH pour le tri
cellulaire ; (b) exemples de tests d’agrégation avec des cellules exprimant des cadhérines différentes
(Katsamba et al, 2009) ou on retrouve I’intermixité (photos du haut), ’enveloppement partiel (en bas a
gauche) et de tri complet. Les cellules sont marquées avec des sondes fluorescentes différentes en fonction
des cadhérines qu’elles expriment, afin de différencier la nature des agrégats.
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b. Modéle théorique de I’adhésion spécifique

L’expression de différentes cadhérines est souvent corrélée au phénomene de
ségrégation cellulaire. La sélectivité d’expression est souvent considérée comme la
manifestation directe au niveau cellulaire des interactions homophiles des cadhérines, comme
ceci a été décrit au cours du développement embryonnaire (Takeichi, 1988b). Cependant, des
cellules peuvent exprimer plusieurs types de cadhérines in vivo, méme si ceci ne signifie pas
que des interactions hétérophiles soient présentes (Agarwal et al, 2008; Lampugnani et al,
2006). . En complément de ces observations in vivo, les tests d’agrégation cellulaire montrent
que in vitro dans certaines conditions des cellules exprimant différentes cadhérines adhérerent
entre elles comme nous 1’avons vu précédemment (Duguay et al, 2003; Niessen & Gumbiner,
2002). De plus, I’analyse des séquences et des structures n’explique pas clairement pourquoi
la formation d’homodimeres serait favorisée par rapport a la formation d’hétérodimeéres. La
spécificité de 1’adhésion cellule-cellule ne serait donc pas simplement corrélée a la spécificité

d’interaction des molécules de cadhérines. En effet, les niveaux d’expression a la surface
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cellulaire plutdt que la nature des cadhérines pourraient régir les interactions cellulaires
(Duguay et al, 2003; Steinberg & Takeichi, 1994).

Chen et al. ont développé un modele basé sur les affinités de liaison des cadheérines,
qui décrit comment de faibles différences d’affinité d’interactions moléculaires peuvent
conduire a des différences significatives d’adhésion cellulaire (Chen et al, 2005). Ce modele
montre que le comportement cellulaire est tres dépendant de la concentration surfacique en
cadhérines, et fournit une explication rationnelle aux résultats précédents & priori
contradictoires.
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Figure 20 : Modéle proposé par Chen et al. pour I’interaction des cadhérines, et son diagramme d’énergie
(A) Les 2 monoméres [M] avec leur Trp en conformation intramoléculaire, exposent leur brin au solvant
[O] pour s’associer en dimére adhésif [D] (B) Diagramme d’énergie libre associé aux étapes de
P’interaction montrée en (A).

La surface d’interaction des cadhérines de type I, de ’ordre de 1600 A a les propriétés
structurales de complexes protéiques de haute affinité. Le mode d’interaction par échange de
domaine, ici échange de brin, modifie ces propriétés. De fait, les cadhérines ont de faibles
affinités d’interaction a 1’équilibre, de 1’ordre de la millimole (Haussinger et al, 2004; Perret
et al, 2002a). En effet, les interactions établies entre le brin B et le domaine EC1 sont
similaires, que ce soit en intramoléculaire dans la forme monomérique ou en intermoléculaire
dans la forme dimérique. De ce fait, le monomeére se comporte comme un inhibiteur
compétitif de la formation du dimére, diminuant les affinités d’interaction (Figure 20). De
plus, les monomeres doivent surmonter une barriére énergétique et passer par un état activé
instable pour interagir. Cet état hypothétique, décrit figure 20, n’a encore jamais €té observe.
Pour le cas le plus simple, si la concentration en monomeéres est plus faible que le Kp, seules
guelques molécules associées en dimeéres sont présentes. Dans ce régime, il est intéressant de
souligner que de petites différences dans les affinités intrinséques des molécules de cadhérine

produisent des différences significatives dans le nombre de diméres formés. L’énergie
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d’adhésion cellulaire, directment proportionnel au nombre de dimeéres a la surface entre deux

cellules, se trouve ainsi modifiée.

Les contacts cellule-cellule initiaux sont établis par les cadhérines présentes a la
surface d’extensions membranaires trés dynamiques. Ces contacts, s’ils durent suffisamment
longtemps, vont permettre a d’autres molécules de cadhérines de diffuser vers la zone de
contact et de renforcer 1’adhésion. Ainsi, les interactions faibles mais multiples peuvent
produire des interactions cellule-cellule homophiles et spécifiques. Des contacts plus labiles
entre hétérodiméres se dissocieront avant que 1’adhésion cellulaire n’ait le temps de se
renforcer. En revanche, si ces interactions entre cadhérines de différents types ont
intrinsequement de fortes affinités, elles maintiendront les contacts hétérophiles suffisamment
longtemps pour établir des interactions hétérophiles. Ce modéle a été utilise avec succeés par
Katsamba et al. (Figure 19) entre N- et E-cadhérines (Katsamba et al, 2009).

c. Comparaison entre cadhérines de type | et cadhérines de type Il
La majorité des études décrivant les interactions adhésives porte sur les cadhérines de
type I, un nombre croissant de travaux documente les cadhérines de type Il. A cause de leurs
homologies de sequences, les cadhérines de type Il sont souvent considérées comme
interagissant au niveau du segment extracellulaire de fagon similaire aux cadhérines de type I.
Cependant, les différences séquentielles et structurales suggerent tres fortement que leur

mécanisme d’interaction présente des singularités.

L’adhérence entre cellules exprimant les cadhérines de type I et II a été quantifiée en
particulier dans une étude tres intéressante utilisant des micropipettes (Chu et al, 2006). Les
forces d’adhésion ont €t¢ mesurées a I’échelle cellulaire, et ont permis de déterminer pour les
N- et E- cadhérines (type 1) des forces de détachement de 75 et 195 nN respectivement, contre
4 et 10nN pour les cadhérines -11 et -7 (type I1). Par remplacement du domaine extracellulaire
de la cadhérine-7 par celui de la E-cadhérine, et réciproquement, les auteurs ont montré que
ces différences d’adhésion cellulaire étaient dues a la capacité¢ adhésive des domaines

extracellulaires de ces protéines.

D’autres études indiquent a I’inverse que des cadhérines de type Il peuvent établir des
interactions plus fortes que celles de type I. Notamment par mesures d’AFM, sur molécules
isolées vs molécules isolées, molécules isolées vs cellules, ou cellules vs cellules, il apparait
que les interactions établies par la cadhérine-11 sont plus stables que celles entre N-

cadhérines (Pittet et al, 2008). Des mesures de constantes de dissociation a 1’équilibre
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obtenues par ultracentrifugation analytique indiquent un Kp moyen de 3 puM pour la
cadhérine-6, contre 100 uM et 25 uM pour la E- et la N-cadhérine respectivement (Katsamba
et al, 2009).

Ces différences entre la nanomécanique des cadhérines de type Il et les comportements
cellulaires qu’elles engendrent restent encore incomprises et sujettes a débat. Les résultats
contradictoires sur les cadhérines de type II montrent que leur mécanisme d’interaction n’est
pas encore appréhendé complétement, et que leurs implications dans le contexte

physiologique ou pathologique n’est pas encore ¢lucidé.

I11. Réqulation post-traductionnelle des cadhérines

Les «colles moléculaires » que sont les cadhérines interviennent trés tét dans le
développement, et jouent un réle crucial dans la reconnaissance, mais aussi la différenciation
cellulaire (Larue et al, 1996a). Les caractéristiques tres spéecifiques de leurs interactions ainsi
que leurs fortes homologies de séquences donnent aux cadhérines classiques toute la
complexité et donc tout l’intérét de leur étude. Une littérature trés abondante concerne
I’implication des cadhérines dans diverses voies de signalisation. Nous avons choisi quelques

exemples non exhaustifs pour en illustrer la complexite.

1. Assemblage des cadhérines et formation des jonctions

Les cadhérines sont synthétisees dans le réticulum, avec un peptide signal pour leur
adressage membranaire, ainsi qu’un prodomaine N-terminal qui empéche les cadhérines
d’interagir et de former des agrégats trop précocement. Durant le transport du réticulum a la
membrane plasmique, différentes modifications port-traductionnelles vont contribuer a la
maturation de la protéine : au niveau de 1’appareil de Golgi le prodomaine N-terminal est
clivé, et des groupements glycosylés importants pour les propriétés adhésive sont greffés
(Guo et al, 2009).

La notion d’adhésion suggére la résistance aux contraintes mécaniques. La cellule,
pour résister efficacement a ces forces, doit avoir un minimum de rigidité. Les récepteurs
adhésifs soient ancrés au cytosquelette, dont le réle est de maintenir la forme des cellules.
Comme pour les intégrines, les interactions entre cadhérines et cytosquelette, doivent donc

étre hautement contrdlées pour pouvoir réguler 1’adhésion cellulaire (Figure 21).
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Figure 21 : Représentation shématique du complexe E-adhérines/caténines a la jonctions entre deux
cellules épithéliales voisines (van Roy & Berx, 2008).

Les caténines ainsi que d’autres protéines cytoplasmiques concentrées au niveau des
jonctions adhérentes (small GTPases & récepteur Tyrosine Kinase) forment un échafaudage
moléculaire et contribuent a la structuration des jonctions, modulent leur stabilité et leur
renouvellement. Cet échafaudage est impliqué dans la transduction du signal. Pour assurer
leur fonction et leur stabilité a la surface, les cadhérines doivent étre liées a la f-caténine ou a
la y-caténine. Cette association s’effectue trés tot, dés le réticulum endoplasmique. La
connexion entre le cytosquelette et le complexe cadhérine/B-caténine est sujette a débat.
Certaines études suggérent que l’a-caténine relie directement le complexe cadhérine/p-
caténine, d’autres concluent que 1’a-caténine ne peut pas étre liée simultanément au complexe
et aux filaments d’actine (Weis & Nelson, 2006). Un mécanisme alternatif pour 1’ancrage des
cadhérines au cytosquelette d’actine suggere 1’existence d’un lien encore inconnu entre 1’a-
caténine et I’actine (Halbleib & Nelson, 2006). Ce lien pourrait étre établi par I’intermédiaire
de la protéine EPLIN (epithelial protein lost in neoplams), dont la liaison a I’a-caténine
associée au complexe a été montrée récemment (Abe & Takeichi, 2008). Il est intéressant de
noter que la B-caténine a un double réle dans la cellule ; elle participe a 1’échafaudage
intracellulaire des jonctions adhérentes, mais aussi & la transduction de signaux dans la voie
de signalisation Wnt en tant que cofacteur de transcription (Cadigan & Nusse, 1997; Clevers,
2006; Hoppler & Kavanagh, 2007). Chaque membre de ce complexe est essentiel. Des
mutations affectant I’expression ou la liaison de I’une de ces protéines réduit dramatiquement

I’adhésion cellulaire (Nagafuchi et al, 1994; Ozawa et al, 1990b; Vasioukhin et al, 2001).

Une autre protéine se lie aux domaines intracellulaires des cadhérines de type 1 et II, la

p120-caténine (Figure 21). Elle se lie de maniere indépendante aux a- et B-caténines. Son role
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précis reste encore indéterminé. Contrairement a la B-caténine, la p120-caténine ne se lie pas
aux cadhérines au cours du trafic intracellulaire, mais au niveau de la membrane plasmique
(Miranda et al, 2003). En fonction du contexte cellulaire, la p120-caténine peut étre une
protéine d’échafaudage et réguler la force d’adhésion en groupant les cadhérines en sites
specifiques a la surface cellulaire (Thoreson et al, 2000; Yap et al, 1998). De plus, elle
participe au renouvellement des cadhérines en adaptant le niveau d’expression des cadhérines
disponibles a la surface (Davis et al, 2003; Ireton et al, 2002; Xiao et al, 2003). L’importance
de la p120-caténine a aussi été démontrée chez la souris ou sa délétion dans le génome de
1I’épithélium des glandes salivaires ou de la peau réduit le taux d’expression de la E-cadhérine

dans ces tissus (Davis & Reynolds, 2006; Perez-Moreno et al, 2006).

2. Régulations de I’adhésion

Comme nous venons de voir, différents paramétres comme le niveau d’expression des
cadhérines a la surface cellulaire, leur renouvellement, les interactions avec le cytosquelette
sont trés importantes pour la régulation des phénomeénes adhésifs. Un changement de ces
protéines d’échafaudage (physiologique ou pathologique) peut entrainer une perturbation de
I’adhérence, sans que pour autant les cadhérines ne perdent leur capacité adhésive intrinseque.
Les cadhérines, au dela de leurs capacités de «colles moléculaires », sont aussi des
transducteurs de signaux. Elles renseignent la cellule sur son environnement, et ainsi la
cellule, grace a ce mécano-senseur, peut réagir et s’adapter a certaines conditions extérieures.
Comme décrit ci-dessous, les cadhérines agissent de concert avec d’autres molécules pour

moduler la réponse cellulaire.

Les récepteurs a tyrosine kinase (RTK) jouent un réle tres important dans le
développement. Aprés fixation de leur ligand, les RTK s’oligomérisent et
s’autophosphorylent, et passent d’une forme inactive a une forme active ; ils peuvent alors
phosphoryler leurs protéines cibles. Les RTK peuvent interagir avec les cadhérines, et ces
interactions modulent les voies de signalisation en modifiant I’affinité entre les RTK et leurs
protéines cibles (Hoschuetzky et al, 1994; Pece & Gutkind, 2000; Qian et al, 2004). Par
exemple, le récepteur au facteur de croissance épidermal (EGFR) intervient dans différents
phénoménes comme la croissance, la différenciation, la migration ou la transformation
(Fedor-Chaiken et al, 2003). La E-cadhérine interagit spécifiquement avec I’EGFR via le
domaine extracellulaire. Il a été observé que ’engagement adhésif de la E-cadhérine active la

phosphorylation de ’EGFR, ce qui entraine de rapides altérations de la morphologie

46



cellulaire, des réarrangements du cytosquelette d’actine et une redistribution des récepteurs
(Fedor-Chaiken et al, 2003).

Un autre groupe de RTK, les récepteurs au facteur de croissance fibroblastique
(FGFR) sont impliqués dans de nombreux processus au cours du développement, comme la
différenciation musculaire, I’induction et la migration du mésoderme, I’angiogénése et
I’induction neurale (Bottcher & Niehrs, 2005). Tres récemment, il a été montré que
I’engagement adhésif de la cadhérine-11 au niveau du c6ne de croissance des neurones permet
le recrutement du FGFR. L’interaction du domaine extracellulaire de la cadhérine-11 avec
celui du FGFR active des voies de signalisation intracytoplasmiques, et stimule ainsi
I’extension des axones (Boscher & Mege, 2008). Ce mécanisme impliquant le FGFR et la
cadhérine-11 (exprimée a la surface de cellules au phénotype mésenchymateux) pourrait étre

impliqué dans d’autres phénomeénes migratoires, physiologiques ou pathologiques.

Les cadhérines classiques ont aussi été identifiées comme substrat potentiel de
metalloprotéases (comme ADAMI10) ou de y-sécrétases (Marambaud et al, 2002). Le clivage
du domaine extracellulaire de la N-cadhérine par ADAM10 produit un fragment carboxy-
terminal (CTF1), ancré a la membrane. Ce fragment est rapidement dégradé par une y-
sécrétase qui relargue dans le cytoplasme un deuxieme fragment carboxy-terminal (CFT2). Le
CFT2 se lie au complexe CBP (CREB binding protein) et est alors rapidement dégradé par le
protéasome. La quantité de CBP, apres translocation et dégradation, diminue drastiqguement
dans le cytoplasme et le noyau, et ’expression des genes régulée par CBP s’en trouve

modulée (Uemura et al, 2007).

Enfin, comme ceci est décrit dans I’article 4 dans cette thése, les cadhérines peuvent
aussi, par leur engagement, réguler D’activation de certaines voies de signalisation, et
I’expression de genes par activation du facteur de transcription Stat3 (Arulanandam et al,
2009). Cet équilibre dynamique permet aux cadhérines de jouer un réle dans des processus

complexes et primordiaux, comme le développement embryonnaire.

3. Cadhérines et développement

a. Un peu d’embryologie
Au cours du développement embryonnaire, chaque cadhérine possede une expression
spatio-temporelle particuliere (Figure 22; (Takeichi, 1988a). La E-cadhérine est exprimée
dans I’embryon de souris au stade trés précoce de 2 cellules (Ogou et al, 1982). Elle joue un

role indispensable lors de la compaction au stade 8 et 16 cellules (Damsky et al, 1983; Hyafil
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et al, 1980; Shirayoshi et al, 1983). Au cours de I’implantation, la E-cadhérine est exprimée
dans toutes les cellules de 1’embryon, puis lorsque ces cellules se différencient, certaines
d’entre elles perdent I’expression de cette cadhérine. Ainsi, lors de la gastrulation, moment clé
correspondant a la mise en place des trois feuillets embryonnaires, les cellules du mésoderme
nouvellement formé répriment I’expression de la E-cadherine et expriment la N-cadhérine
(Hatta & Takeichi, 1986). Ce méme changement d’expression entre la E- et la N- cadhérine
est observé au moment de la neurulation, au niveau des cellules du tube neural nouvellement
formé. Par contre d’autres régions de I’ectoderme et toutes les cellules de I’endoderme
gardent I’expression de la E-cadhérine et cette expression persiste aussi longtemps qu’elles se
différencient en cellules épithéliales. Plus tard, pratiquement toutes les cellules épithéliales
dérivées de I’ectoderme et de I’endoderme, qui proliférent, expriment la E-cadhérine. A de
rares exceptions pres, les tissus neural et mésodermique n’expriment pas de E-cadhérine
(Takeichi, 1988a). Les composants épithéliaux du systéme urogénital dérivé du mésoderme,
tels que les tubules mésonephriques et métanephriques expriment la E-cadhérine aprés
différenciation. Enfin certains tissus mésothéliaux expriment également cette cadhérine
(Damjanov et al, 1986). Ainsi le changement d’expression d’une cadhérine est souvent corrélé

avec la différenciation, elle-méme coordonnée avec les processus de morphogenese.

N-cadhérine | Decidua
. Cone ectoplacental
P-cadhérine
E-+N-
cadhérines Endoderme viscéral
Mésoderme
_ Ectoderme
Ligne
primitive

Figure 22 : Coupe sagittale de I’embryon de souris montrant I’expression différentielle de diverses
cadhérines de type | (reproduit de (Takeichi, 1988b).
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La réalisation de souris transgéniques présentant une invalidation des génes de
certaines cadhérines a confirmé le rdle primordial de ces molécules au cours du
développement. L’absence d’expression de E-cadhérine aboutit a une mort précoce de
I’embryon, liée a une absence de formation de 1’épithélium du trophectoderme (Larue et al,
1994; Riethmacher et al, 1995). De méme, les embryons n’exprimant pas de N-cadhérine
meurent au cours du dixiéme jour de gestation avec des malformations du tube neural et du
cceur (Radice et al, 1997). Le r6le morphogénétique de ces cadhérines a également été mis en
évidence in vitro. L’expression de E-cadhérine dans les cellules L qui n’expriment pas
habituellement de cadhérines conduit a un changement morphologique de ces cellules
(Nagafuchi et al, 1987). Plus tard la méme observation a été faite avec la P- ou la N-cadhérine
(Takeichi, 1988a).

Il apparait évident que les cadhérines, en participant a 1’adhésion cellule-cellule,
jouent un role décisif dans la morphogenese cellulaire et dans I’homéostasie des tissus sains
de I’adulte. Une étude tres ¢légante a démontré que des cadhérines spécifiques jouent un role
plus direct dans la différenciation de certains tissus et qu’elles sont capables d’influencer
I’activité de certains genes (Larue et al, 1996b). Les auteurs ont utilisé des cellules ES
(embryonic stem cells) invalidées pour le géne de la E-cadhérine et ont regardé quel était le
devenir de la cellule si, au cours de la différenciation, elle exprime une cadhérine différente.
Tout d’abord ces cellules ayant perdu I’expression de la E-cadhérine présentent un phénotype
désagrégé et expriment le facteur de transcription T-brachyury : les cadhérines peuvent donc
influencer 1’expression de geénes. Lorsque I’expression de la E-cadhérine est induite dans ces
cellules, il se forme uniquement des épithéliums. Si 1’expression constitutive de la N-

cadhérine est induite, les tissus formés sont de type neuro-épithélial et cartilagineux.

Les cadhérines participent au maintien des contacts intercellulaires. En exécutant cette
fonction, elles participent a des événements morphogénétiques importants, mais elles sont
aussi capables de propager d’autres informations influencant la différenciation cellulaire et

I’expression de geénes.

b. "Cadherin switching" et transition épithélio-mésenchymateuse
La régulation spatio-temporelle d’expression des cadhérines participe de fagon
cruciale a la reconnaissance cellulaire et la ségrégation tissulaire. Cette régulation se traduit

par un changement d’expression des cadhérines appelé ""cadherin switching™.
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Au cours du développement, ainsi que dans certaines pathologies comme le cancer, on
observe le phénomeéne de « cadherin switching », parfois corrélé avec la ségrégation cellulaire
(Thiery & Sleeman, 2006). L’exemple le plus connu et le mieux étudié de "cadherin

switching™ est la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT).

La transition épithélio-mésenchymateuse est un mécanisme indispensable au cours de
la morphogénese ; sans cellules mésenchymateuses, les tissus et les organes ne peuvent pas
se former. Cependant, la plasticité des cellules épithéliales, couplée a la formation permanente
ou transitoire du mésenchyme, va bien au-dela du probléme de ségrégation des tissus
embryonnaires. Comprendre comment les cellules mésenchymateuses se forment a partir
d’une perturbation au niveau d’un tissu épithélial aura un fort impact dans le décryptage des
mécanismes qui contrdlent de nombreuse pathologies, et en particulier la progression des

cancers.

Au cours de la EMT, une cellule épithéliale perd ses caractéristiques de polarité,
désassemble ses jonctions cellule-cellule et devient plus motile. La EMT est déclenchée par
des signaux extérieurs, comme ceux transmis par les composants de la matrice extracellulaire
(le collagene et 1’acide hyaluronique par exemple), ou des facteurs de croissance solubles
comme le transforming growth factor B2 (TGFB2) ou le facteur de croissance épidermal
(EGF).

EMT

Figure 23 : Expression de la E- et N-cadhérine (en rose et en vert respectivement) durant la gastrulation.
Les cellules de I’épiblaste (rose) subissent une EMT, migrent et colonisent le mesoderme (vert). Pendant ce
processus, I’expression de E-cadhérine est réprimée et remplacée par celle de la N-cadhérine.

La plupart des cellules épithéliales expriment la E-cadhérine et sont tres cohésives ; les
cellules de phénotype mésenchymateux sont plus motiles, moins polarisées, et expriment

souvent la N-cadhérine. Au cours de la gastrulation, les cellules de 1’épiblaste exprimant la
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E-cadhérine subissent une EMT et migrent pour coloniser le mésoderme ; ce phénoméne est
concomitant au remplacement de 1’expression de la E-cadhérine par celle de la N-cadhérine
(Butz & Larue, 1995) (Figure 23).

Certaines cellules cancéreuses qui dérivent d’épithéliums expriment aussi de maniére
inappropriée la N-cadhérine, dont la surexpression déclenche la motilité et I’apparition du
phénomene métastatique (Hazan et al, 2000; Islam et al, 1996; Nieman et al, 1999). Le terme
de "cadherin switching" référe le plus souvent au changement d’expression entre E- et N-
cadhérine, mais comprend aussi des situations ou le patron d’expression est modifié ; ainsi le
niveau d’expression de la E-cadhérine peut ne pas changer significativement, mais les cellules
se mettent a coexprimer la N-cadhérine ou augmentent son expression. Des situations ont été
décrites ou d’autres cadhérines remplacent ou sont coexprimées avec la E-cadhérine (comme
les -11, T-, P- ou R- cadhérine, (Derycke & Bracke, 2004; Paredes et al, 2005; Patel et al,
2003a; Riou et al, 2006; Taniuchi et al, 2005; Tomita et al, 2000). Par exemple dans le cancer
de la prostate, il a été observé que les cellules saines exprimant initialement la E-cadhérine
surexpriment la N- ou la -11 cadhérines avec la pathologie (Tomita et al, 2000). Tres
récemment dans une étude intéressante, cette corrélation a été établie entre surexpression de
cadhérine-11 par les cellules tumorales et la formation de métastases osseuses; en effet, la
cadhérine-11 (ou OB-cadheérine) est exprimeée par les ostéoblastes (Chu et al, 2008). Lorsque
I’expression de la cadhérine-11 a été désactivée dans les cellules tumorales, aucune métastase
osseuse n’a pu étre détectée chez la souris, mettant en évidence I’importance de ce systéeme

adhésif dans la pathologie.

IV. Biofonctionnalisation

1. Modification de surface

L’¢tude de [D’adhésion cellulaire ainsi que le développement croissant des
biotechnologies requiert la mise au point de matériaux innovants aux propriétés adhésives, et
le développement de nouvelles stratégies pour la fonctionnalisation de ces matériaux avec des
biomolécules. L utilisation des puces a ADN ou des puces a protéines a permis un formidable
progrés de ces technologies. Leurs impacts dans les sciences médicales et biologiques est de

plus en plus grand.
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Comme nous I’avons vu dans les chapitres précédents, 1’organisation des molécules de
cadhérines a la surface cellulaire reste encore un sujet a débat, voire trés peu connu en ce qui
concerne les cadhérines de type | et Il. Le développement des différentes voies de
fonctionnalisation/modification de surface devrait permettre la modélisation de ces systemes
adhésifs : ’objectif est d’organiser sur les surfaces modeéles des molécules de cadhérines et de
controler la géométrie des ligands, et de comparer les réactions cellulaires in vitro avec les

comportements in vivo.

Il existe toute une zoologie de chemins pour arriver a la fonctionnalisation de surface
par des biomolécules, allant de la fixation non covalente orientée a la fixation covalente
aléatoire. La bibliographie sur ces techniques est tres vaste et les techniques trés diverses.
L’engouement pour les biotechnologies semble débrider les chimistes qui n’ont comme limite
que leur créativité pour développer de nouveaux procédés de fonctionnalisation de surface et
d’organisation de biomolécules sur ces substrats. Nous verrons d’abord les voies classiques de
fixation de protéines a un substrat, avec leurs différents avantages et inconvénients, puis

quelques méthodes mises en ceuvre pour les organiser.

La fonctionnalisation de surface passe par deux étapes obligatoires : i) I’activation de la

surface et ii) ’immobilisation de la biomolécule.

L’activation doit prendre en compte le type de surface, et doit aussi étre compatible
avec la stratégie d’immobilisation. Les performances finales du matériau vont dépendre de
paramétres en relation avec cette stratégie d’immobilisation : i) les propriétés physiques et
chimiques de la surface, qui influencent a la fois les liaisons spécifiques et non spécifiques
des protéines ; ii) la distance entre les protéines immobilisées et la surface ; iii) I’orientation
de la protéine immobilisée, qui peut détériorer la surface d’interaction ou la protéine elle-

méme ; iv) la densité de surface en protéines.

Le choix de la surface va dépendre de son utilisation et de ses applications. Les
propriétés de conductivité électrique des surfaces d’or vont étre préférentiellement utilisées
pour le développement de détecteurs électrochimiques ou de Résonance Plasmons de
Surface (SPR) (Lee et al, 2005). Des surfaces de verre seront quant a elles préférées pour des
détecteurs optiques pour leurs capacités de transparence. En général, ces 2 surfaces sont
choisies pour leurs caractéristiques d’homogénéité et de stabilité chimiques, pour le contrdle
de leurs propriétés de surface (polarité, mouillabilité), leurs capacités a étre modifiées par une
large gamme de fonctions chimiques, et la reproductibilité de leur modification de surface
(Cheung et al, 1999; Holloway et al, 2002; Southern et al, 1999).
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La principale méthode pour fonctionnaliser les surfaces de verre est d’utiliser les
fonctions silanol Si-OH de la surface du verre (Figure 24). Les groupes silanols peuvent étre
générés par exemple par traitement a la solution piranha (H,O,/H,SO4) ou par plasma
d’oxygéne. Des silanes aux fonctions organiques de structure générale (RO)3Si(CH,)nX
peuvent ensuite étre utilisés pour introduire de nouveaux groupes fonctionnels a la surface.
Une large gamme de silanes sont disponibles commercialement, avec des fonctions aussi
variées que des amines, des thiols, des carboxyles, des époxys, ou encore d’autres fonctions
pour des étapes de modifications ultérieures (von Nickisch-Rosenegk et al, 2005). Les étapes
de réaction se font tout d’abord par I’hydrolyse du silane puis sa condensation a la surface du

Verre.
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Figure 24 : Voie chimique pour fonctionnaliser une surface de verre activée par un tri-éthoxy-silane.

Les surfaces d’or, outre leurs propriétés de conductivité électrique, sont généralement
utilisées pour leur fonctionnalisation par les fonctions thiols (Figure 25) (Love et al, 2005). La
chimie de I’interface or/thiol est trés bien connue et beaucoup plus facile a contréler que la
chimie des organosilanes. Les thiols sont dissouts dans un solvant pur (en général de I’eau ou
de I’éthanol) et appliqués sur la surface d’or propre. Les thiols forment tres facilement des
monocouches auto-assemblées (Self-Assembled Monolayers ou SAM) (Hodneland et al,
2002) ; cet auto-assemblage dépend fortement de la structure cristalline de la couche de métal

sous-jacente.

53



= or .

groupe fonctionnel

ol / | Thiol dans
LS \/'\, éthanol

chaine alkyle

lAdsorbtion fonction thiol

N
N

Figure 25 : Auto-assemblage d’une monocouche de molécules (SAM) possédant une fonction thiol sur une
surface d’or.

Ces 2 voies de fonctionnalisation sont de loin les plus utilisées, mais ne sont pas les
seules. En effet, certaines études décrivent la fonctionnalisation de polymeres comme le
polydiméthylsiloxane (PDMS) ou le polyacrylamide par exemple (Delamarche et al, 1997;
Fixe et al, 2004). Les polyméres permettent 1’élaboration de matrices 3D fonctionnalisables,
avec des modules élastiques variables en fonction du degré de polymérisation. La chimie du

PDMS est assez proche de celle du verre, car ce polymeére est composé de dérivés du silane.

Une fois les surfaces activées, il convient d’y fixer la protéine d’intérét. Un des
principaux challenges est de fixer de maniere spécifique et controlée la protéine d’intérét. En
effet, lors de ’application de la solution de protéine sur la surface activée, celle-Ci peut
s’adsorber de maniére non spécifique et aléatoire sur la surface. Cette adsorption est fonction
des charges de surfaces, des interactions de type électrostatique et de VVan Der Waals, ou par
établissement de forces acide-base de Lewis, d’interactions hydrophobes simultanées ou
induisant des changements de conformation (Hlady & Buijs, 1996). Ce type de liaisons non
spécifiques peut altérer I’efficacité de la fonctionnalisation « active ». Cependant, la sélection
du matériel déposé en surface peut réduire cette adsorption non spécifique, notamment en
utilisant de 1’élastine, de I’agarose, de la cellulose, du polyéthyléne glycol, polyvinyle alcool
et bien d’autres molécules (Carter, 1965; Lee et al, 2004; Ponten & Stolt, 1980). Une attention
particuliére doit étre prise quant a la stabilité de tels matériels ; par exemple, le polyéthyléne

glycol a tendance a s’autooxyder avec le temps.

L’attachement direct des protéines a la surface peut aussi créer un encombrement

stérique, et ainsi limiter la réactivité de la protéine ou sa capacité d’interagir avec d’autres
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molécules. La proximité de la surface peut en plus induire la dénaturation partielle ou totale
de la protéine. L’insertion d’espaceur entre la protéine et le groupe réactif peut permettre
d’éviter ce biais. Il est maintenant possible de trouver une grande variété¢ d’espaceurs, qui
peuvent avoir la longueur que 1’on désire, et des propriétés physiques variées : ils peuvent étre

rigides ou souples, hydrophiles ou hydrophobes, chargés ou neutres... (Rusin et al, 1992)

2. Méthodes d’immobilisation des biomolécules

Les stratégies d’attachement des protéines peuvent largement déterminer les propriétés
du mateériau final. La fixation peut étre orientée ou non orientée, covalente ou non covalente.
Nous verrons que le choix de stratégie n’est pas toujours trivial. En effet, la fixation covalente
des protéines implique généralement qu’elles soient aléatoirement orientées sur la surface,
alors que la fixation non covalente permet souvent d’orienter les protéines. La combinaison
des deux (protéine fixée de maniére covalente et orientée) requiert la modification des
protéines et la mise en ceuvre lourde de différentes étapes de chimie, biologie moléculaire et

biochimie.
a. Fixation des protéines non orientée

I.  Attachement non covalent par adsorption

Les protéines peuvent s’adsorber sur les surfaces par interactions électrostatiques,
liaisons ioniques, interactions polaires ou hydrophobes. Les interactions qui vont prédominer
dépendront de la protéine et de la surface sur laquelle elle va s’adsorber. Une telle
fonctionnalisation aboutira a la formation d’une couche de protéines aléatoirement orientées ;
en effet chaque protéine va former individuellement de nouveaux contacts pour minimiser ses
interactions répulsives avec la surface et les protéines déja adsorbées. L’adsorption est surtout
utilisée pour les matrices 3D, lesquelles sont imprégnées de solution de protéines. Sur les
surfaces d’or, I’adsorption de protéines peut se faire via les résidus cystéines qui possédent
une fonction thiol (Lee et al, 2003; Wilson et al, 2001). Mais une étape supplémentaire de

passivation de surface doit étre mise en jeu pour recouvrir 1I’or resté a nu.

ii. Attachement covalent

L’attachement covalent peut se faire par ’intermédiaire des nombreuses fonctions
chimiques présentes dans une protéine, au niveau de la chaine latérale des acides aminés ou
des extrémités N- et C-ter de la molécule. Les réactions utilisées pour ces attachements
covalents sont aussi variées que le nombre de fonctions des chaines latérales. Il faut

cependant porter attention au fait que I’attachement covalent par ce type de méthode peut
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créer des liens a plusieurs endroits dans la méme protéine, et ainsi réduire le degré de liberté

des conformations de la protéine.

Les 2 principales méthodes d’attachement de protéines par liaisons covalentes non
orientées tirent parti de 1’abondance des fonctions amines et carboxyles des protéines. Les
fonctions amines représentent plus de 10% des groupes présents sur les protéines, et peuvent
donc induire, par D’attachement en plusieurs points a la surface de la protéine, une
augmentation de la fixation aléatoire de la protéine et une réduction de la flexibilité
conformationelle. La réaction la plus utilisée pour la fonctionnalisation par les fonctions
amines est la formation de liaisons peptidiques stables a des fonctions carboxyles activées par
le N-hydroxysuccinimide (NHS). L’efficacit¢é de fixation va dépendre de plusieurs
paramétres, comme par exemple le pH, la force ionique, la concentration, le temps de
réaction, etc. qui doivent étre optimisés pour chaque protéine. Cependant, cette réaction est
suffisamment stable et réactive pour se faire dans un tampon phosphate standard a pH=7,4 et
température ambiante. Une autre réaction tres utilisée consiste a utiliser des surfaces
recouvertes de groupes aldéhydes, qui réagissent tres fortement avec les amines, formant des
liaisons imines stabilisées par réduction (Johnsson et al, 1991; Rao et al, 1999; Yam et al,
2006).

Le greffage sur les fonctions carboxyles intrinséques des protéines peut servir
d’alternative a celui sur les fonctions amines. Seuls ’acide aspartique et 1’acide glutamique
possédent de telles fonctions parmi I’ensemble des acides aminés, ce qui permet d’éviter
I’attachement en de multiples points comme c’est le cas en utilisant les fonctions amines. La
méme réaction utilisant le NHS peut étre utilisée pour fixer les protéines sur des surfaces
fonctionnalisées par des NH, mais la fonction carboxyle activée par le NHS, trés réactive,
présente 1’inconvénient de pouvoir réagir avec les lysines treés représentées a la surface des

protéines et créer ainsi des ponts intra- et intermoléculaires (Fernandez-Lafuente et al, 1993).

Bien que ces 2 voies soient les plus utilisées et les plus simples & mettre en ceuvre au
laboratoire, il existe d’autres voies de fonctionnalisation, comme le greffage via les résidus
cystéines a des surfaces activées par un groupe maléimide, la liaison de résidus aux groupes
nucléophiles (NH ou SH) a des surfaces recouvertes de fonctions époxy, ou encore de

nombreuses voies chimiques beaucoup plus complexes.
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b. Fixation orientée des protéines

La fixation orientée de protéines peut avoir des avantages en facilitant leur activité
biologique. Les stratégies développées pour la purification de protéines et la mise au point de
colonnes de chromatographie, en particulier pour la rétention de protéines de fusion, ont été
adaptées pour immobiliser de maniere orientées les protéines sur des surfaces. Pour ce faire,
plusieurs caractéristiques des protéines de fusion ont été mises a profit, avec les motifs
comme la glutathionne S-transférase (Martzen et al, 1999), ’hexahistidine (Schmitt et al,
1993), I’hexacystéine (Ichihara et al, 2006). Les avantages de telles adsorptions résident dans
le contr6le de la spécificité et de la directionnalité de la fixation des protéines sur les

substrats.

De nombreuses protéines recombinantes ont un motif hexahistidine introduit par
biologie moléculaire a leurs extrémités C-ter ou N-ter, ce qui permet leur purification par
immobilisation de maniére non covalente sur des surfaces Ni-NTA (Acide NitriloTriAcetique
couplé au nickel) (Figure 26) (Gizeli & Glad, 2004; Kato et al, 2005; Schmitt et al, 1993). Le
NTA forme un complexe hexagonal avec un ion métallique divalent (le plus souvent, le nickel
Ni%"), laissant libre 2 positions au nickel pour interagir avec le motif hexahistidine. La
protéine sélectivement fixée sur de telles surfaces est facilement éluée par addition
d’éthyleénediaminetétraacétate (EDTA) qui complexe les ions Ni?* ou d’imidazole qui vient se
substituer aux histidines par compétition. La fixation via la technologie Ni-NTA peut dans
certains cas présenter des inconvénients, comme 1’adsorption non spécifique de certaines
protéines induite par leur affinité aux ions divalents, ou la faible affinité relative du motif
hexahistidine au NTA (Kp=10uM), pouvant parfois engendrer une dissociation non contrélée
(Mammen & al, 1998).

\
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Figure 26 : Deux maniéres tres utilisées pour orienter les protéines sur une surface ; en utilisant un motif
hexahistidine permettant I’élution aisée de la protéine ou le couple streptavidine-biotine permettant une
liaison trés solide de la protéine.
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Le motif hexacystéine, introduit grace aux techniques de biologie moléculaire, peut
aussi étre utilisé pour fixer de maniére orientée et covalente des protéines a des fonctions
maléimide ou directement a des surfaces d’or, comme nous [’avons mentionné
précédemment. Mais si la protéine exprime a sa surface d’autres cystéines, la liaison peut se

faire de maniere non spécifique, ce qui restreint donc la méthodologie.

Une autre stratégie trés utilisée pour la fixation non covalente est 1’utilisation du
couple streptavidine (ou avidine) / biotine (PDB 1STP) (Figure 26). La streptavidine est
composé de 4 sous unités et chacune peut se lier a une seule biotine. L’affinité de ce couple
ligand-récepteur, est trés élevée (Kp=10"2-10""M) (Green, 1975). Cette fixation, une des plus
forte en biologie, est considérée comme presque covalente (durée de vie de plusieurs
semaines). Elle est résistante aux conditions extrémes de pH, de chaleur, de dénaturants et de
certaines protéolyses, et est souvent utilisée comme alternative & la fixation orientée et
covalente. La fixation de la biotine a une protéine peut se faire par voie chimique, de facon
non spécifique avec une biotine-NHS par exemple. Mais la protéine peut aussi étre exprimée
en C-ter ou N-ter avec la séquence GLNDIFEAQKIEWHE reconnue par biotine ligase
(enzyme d’E. Coli qui, en présence d’ATP, reconnait et lie la biotine sur I’acide aminé

souligné) (de Boer et al, 2003).

Nous avons donc vu qu’il est difficile de concilier a la fois liaison orientée et liaison
covalente. Pourtant, les protéines, et specialement les protéines membranaires, sont orientées
pour accomplir leurs fonctions biologiques. L’adhésion cellulaire nécessite la résistance a des
forces, ainsi que le contréle du nombre de protéines actives. L’étude de I’adhésion cellulaire a
donc besoin d’une méthodologie simple pour fonctionnaliser les surfaces de manicre orientée

et covalente.

Les systemes adhésifs cellulaires ne sont pas des surfaces homogénes en protéines,
mais celles-ci s’organisent en amas de protéines d’adhésion reliées au cytosquelette. Comme
nous 1’avons vu précédemment, les cellules peuvent réagir a un stimulus interne ou externe, et
notamment sonder la topographie de leur substrat, leur rigidité, leur anisotropie et bien
d’autres caractéristiques. Cette perception de 1’environnement peut exercer des effets
mesurables sur la dynamique et la fonction cellulaire. Les réponses engendrées par ces
signaux physiques peuvent étre locales et affecter directement le site d’adhésion, ou globales
et activer des voies de signalisation qui régulent des processus cellulaires comme la
croissance, la différentiation ou la mort cellulaire programmeée. Les mécanismes a la base des
signaux engendrés par 1’adhésion cellulaire suscitent des questions intéressantes comme : a

quelles echelles temporelles et spatiales se produisent ces évenements de signalisation ?
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Comment les interactions moléculaires diverses sur les sites d’adhésion sont régulées ?
Comment les caractéristiques physiques des surfaces adhésives activent des voies de
signalisation spécifiques ? Les voies de la physico-chimie décrite précédemment nous
donnant de formidables outils pour répondre en partie a ces questions, généralement en les
combinant entre elles. Et le contréle de plus en plus précis de la biofonctionnalisation de
surface nous aide a mieux comprendre la perception du micro et nano-environnement des

cellules.

Les études combinant la chimie de surface et la biologie cellulaire ou moléculaire ont
révélé une tres grande sensibilité des cellules aux caractéristiques de leur environnement. Ces
caractéristiques incluent a la fois la nature chimique des surfaces adhésives, la distribution
spatiale précise et contrélée du micron au nanométre des molécules d’adhésion, ainsi que les

propriétés physiques des surfaces comme la topographie, la rigidité ou la dimensionnalité.

3. Chimie et géométrie

Comme nous I’avons vu précédemment, il est essentiel, dans 1’élaboration de surfaces
bio-adhésives d’optimiser la spécificité des contacts cellulaires par la passivation des espaces
non fonctionnalisés. Les polyéthylenes glycols (PEG) sont les molécules les plus utilisées
aujourd’hui. La concentration surfacique moyenne et la densité spatiale des ligands adhésifs
sur des surfaces recouvertes de PEG doivent étre contrdlées pour promouvoir I’adhésion
spécifique de ces ligands. La fixation chimique des ligands adhésifs sur les PEG a aussi été
utilisée pour créer des plateformes adhésives (Massia & Hubbell, 1991). Dans ce travail,
I’augmentation de densité en surface de peptides Gly-Arg-Gly-Asp-Tyr (GRGDY) est
corrélée a la formation de point focaux d’adhésion, au déclenchement de 1’étalement cellulaire
et a ’activation de signaux de survie. L’utilisation dans cette étude de molécules de PEG
fonctionnalisées avec les peptides GRGDY peut présenter ’avantage de la flexibilité des
liens permettant 1’enrichissement local de ligands. Cette biofonctionnalisation peut cependant
étre parfois trop flexible, pas assez ordonnée pour permettre ’arrangement adéquat des

ligands nécessaire a la structuration de points focaux.

L’organisation des ligands a I’échelle du micromeétre peut étre réalisée par
micropatterning. Cette approche consiste a créer des zones couvertes de molécules présentant
un espacement régulier de dimensions micrometriques (0,5um a plusieurs dizaines de pm).
Les principales techniques de micropatterning sont le microcontact printing, la

photolithographie, et la lithographie dip-pen.
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Le microcontact printing (Figure 27) (de la Fuente et al, 2006) est un processus de
transfert de matériel d’un tampon en élastomeére souple ayant des motifs en reliefs vers un
substrat. La zone transférée sera la zone de contact entre le tampon et le substrat. Dans un
masque creusé avec les motifs (a) est créé le négatif 3D de ce masque par moulage avec une
solution de polydiméthylsiloxane (PDMS) (b) : ¢’est le tampon. Ce tampon est ensuite incubé
avec le matériel d’intérét (c-d) puis appliqué sur la surface d’intérét (e). Par un contact tres
précis et contrélé, le matériel du tampon est transféré sur la surface (f) et le motif est créé. Le
matériel et le substrat peuvent étre de différentes natures. La plupart des combinaisons
surfaces activées — molécule de fonctionnalisation décrites précédemment peuvent étre
utilisées pour créer des motifs a toutes les étapes de la biofonctionnalisation. Une attention
toute particuliere doit cependant étre prise durant la stratégie de création de motifs sur les
zones de la surface ou aucun motif n’a été transféré : elles restent en effet actives et peuvent

réagir avec les différents produits que I’on incubera dans la suite de I’expérimentation.

Figure 27 : microcontact printing.

La photolithographie (Figure 28), développée a 1’origine pour les matériaux semi-
conducteurs, est un procédé pour transférer des motifs géométriques d’un photomasque sur un
substrat par irradiation UV. Le substrat est recouvert d’une couche photosensible (a) puis

irradié par une lampe UV a travers un photomasque (b).

La couche photosensible, aprés exposition aux radiations, peut voir sa composition
chimique modifiée ; elle peut devenir alors soluble et étre éliminée. On obtient ainsi le
transfert des motifs du masque (c) sur le substrat. Le substrat peut ensuite étre activeé et le
matériel d’intérét greffé (d-e). L’¢élimination du reste de la couche photosensible conduit a la

création de motifs du matériel d’intérét sur le substrat (f).
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Figure 28 : photolithographie.

La lithographie dip-pen (Figure 29) est une technique dérivée de la microscopie a
force atomique (AFM). En effet, la pointe de ’AFM (plume), d’abord immergée dans la
solution d’intérét (encre), est ensuite mise en contact avec le substrat (papier). Cette technique
permet, par le contr6le du mouvement de la pointe d’AFM, de «dessiner » le motif
géométrique désiré. Elle met a profit la formation du ménisque entre la pointe de I’AFM et le
substrat lors de I’écriture, qui a pour effet de concentrer la molécule d’intérét et d’accélérer

son transfert.

Figure 29 : lithographie dip-pen.

Les travaux trés élégants développés depuis de nombreuses années dans groupe de G.
M. Whitesides sur le greffage de protéines de la MEC ont permis, en collaboration avec D.
Ingber des avancées importantes dans la compréhension des relations cellule-MEC. Dans une
étude récente, le greffage de la fibronectine a été réalisé par microcontact printing sous forme
d’ilots de tailles et d’espacements différents (Xia et al, 2008)., Ces il6ts, circulaires ou
ellipsoidaux, ont des tailles allant de 1um a 8um, et des espacements de 1um, 3um ou 4,5um.
Cet arrangement a été congu pour tester si le positionnement spacial des points focaux
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gouverne la directionnalité d’étalement et de migration cellulaire. Des fibroblastes de souris
(NIH 3T3) ont ensuite été ensemenceés sur les différents substrats : 1’alignement cellulaire est
controlé par I’arrangement des filaments d’actine et la vinculine suit aussi la forme et la
répétition de ces ilots (Figure 30). L’alignement des cellules a été observé dés 50 min, alors
que les effets sur I’élongation proprement dite ne sont observables qu’apres 8 h d’incubation.
Ces travaux suggérent que le mouvement cellulaire directionnel peut étre contr6lé par un
mécanisme qui implique des interactions physiques locales et globales entre cellule et MEC.
La composition chimique des points focaux est différente dans les différents endroits a travers
la cellule : la vinculine est distribuée de fagon relativement uniforme tandis que d’autres

molécules comme Rac activé ne sont présentes que dans les points focaux périphériques.
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Figure 30: Epifluorescence de fibroblastes de souris NIH 3T3 cultivés 8 heures sur différents Tlots de
fibronectine-rhodamine (magenta). Les interactions entre le cytosquelette et intégrines sont marquées par
des anticorps anti-vinculine fluorescents (vert). Inserts : agrandissements montrant la colocalisation de la
vinculine et de la fibronectine-rhodamine (en blanc), et correspondant aux images de gauche.

Méme si le micropatterning fournit de précieuses informations pour rendre compte de
I’importance de la géométrie de la MEC, un contrdle plus précis des distances inter ligands
dans une gamme de 20 a 200 nm est nécessaire pour mimer les échelles de longueurs
retrouvées dans les structures adhesives. Un tel contrdle est désormais possible grace au

développement incessant ces derniéres années des nanoparticules.
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Pour obtenir une résolution nanométrique, Spatz et ses collaborateurs ont mis au
point une méthode de nanolithographie utilisant des micelles de copolymeéres diblocs avec un
coeur de nanoparticules métalliques (généralement de 1’or) de 1 a 15 nm de diamétre Ce
procédé permet 1’organisation trés réguliére, contrdlée, des nanoparticules avec des distances
inter-particules ajustables entre 30 et 160 nm imposées par la longueur des copolymeres. Ces
surfaces ont été préparées avec 1’objectif I’évaluer I’'importance de 1’organisation 2D des
ancrages entre cellule et MEC. Les nanoparticules ont été fonctionnalisées avec des peptides
adhésifs (RGDFK-thiols, par exemple). La culture de fibroblastes sur de telles surfaces
indique que les cellules sont sensibles a la variation de distance. Les cellules s’étalent, se
multiplient et adoptent un phénotype faiblement migratoire lorsque la densité de ligands est
¢levée et ce jusqu’a des distances entre nanoparticules <58nm ; elles ne s’étalent que
faiblement, migrent rapidement et aléatoirement, et éventuellement entrent en apoptose pour
des distances interparticulaires > 73nm. Ceci suggeére qu’une organisation spatiale du réseau
de molécules de MEC et d’intégrines est essentielle pour la structuration du cytosquelette et
des molécules associées a la signalisation via les intégrines. Les réponses cellulaires sont
différentes sur des surfaces fonctionnalisées par des cadhérines, pour lesquelles 1’adhésion
linéairement décroissante a été corrélée avec un espacement croissant des molécules de N-
cadhérine, ce qui suggére des mécanismes de transduction de signaux distincts pour ces

différents systemes adhésifs (Wolfram et al, 2008).
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OBJECTIF DU TRAVAIL

L’adhérence cellulaire gouverne la morphogenése et I’intégrité des tissus biologiques,
ainsi que la communication entre les cellules et leur environnement. Une dérégulation de cette
adhérence peut avoir de lourdes conséquences pour 1’organisme et conduire a de nombreuses
pathologies, et en particulier a ’apparition de cellules cancéreuses. L’adhérence nécessite
donc une régulation fine, tres précise. Les premiers acteurs de cette régulation sont les
récepteurs adhésifs qui, comme nous ’avons vu, sont constitués de 4 familles principales.

Dans ce travail, nous avons centré notre intérét sur les cadhérines.

Les cadhérines ont été découvertes, il y a une trentaine d’années. De nombreuses
¢tudes utilisant des approches diverses (invalidation de génes, patrons d’expression in Vivo,
biologie moléculaire, biochimie, immunologie, biophysique, études structurales, étude
cellulaire de 1’adhésion, suivi par vidéo-microscopie de protéines fluorescentes,...) ont permis
des avancées notables dans le domaine. Leurs réles essentiel en biologie et notamment leur
importance dans le développement embryonnaire et la signalisation intracellulaire sont
maintenant bien reconnus. Néanmoins de trés nombreux points restent a éclaircir comme la
facon dont elles établissent des interactions spécifiques, dont ces interactions participent a la
mécanotransduction de signaux, ou enfin la nature de la signification biologique de la

diversité des membres de cette famille de protéines.

Pour étudier les cadhérines et leur mode d’association et de fonctionnement, nous
avons fait le choix de nous focaliser sur la E-cadhérine et la cadhérine-11, utilisées
respectivement comme prototypes des cadhérines classiques de type | et Il. La E-cadhérine
joue un réle pivot dans la formation et le maintien des structures épithéliales ; la cadhérine-11,
considérée comme un récepteur adhésif mésenchymateux, est retrouvée sur les cellules
dérivées du mésoderme (ostéoblastes, neurones,..) et son expression est corrélée avec la

migration cellulaire et la formation de nouvelles structures.

Mon travail de thése a pour objectif premier d’étudier, a I’échelle unimoléculaire, la
dynamique de I’échange de brin B entre cadhérines; plus précisément j’ai cherché a
identifier les éléments clé structuraux qui différencient 1’établissement de 1’interface adhésive
des cadhérines de type | et Il. Pour mieux appréhender le role de ces molécules dans la
mécanotransduction du signal et la dynamique de formation des points de contacts, le

deuxiéme objectif a été de réaliser des surfaces biomimétiques.
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Ce travail a été centré sur les deux modules les plus externes dans le segment
extracellulaire des cadhérines, qui sont le siége du premier contact physique lors de
I’interaction entre ces molécules. Nous avons utilisé des fragments extracellulaires de la E-
cadhérine (E/EC1-2) et de la cadhérine-11 (11/EC12) pour étudier les parametres physico-

chimiques de I’interaction par 1’utilisation d’une chambre a flux laminaire.

Dans une premiére partie, sont d’abord présentés les résultats obtenus sur le fragment
E/EC1-2, ainsi que sur un fragment présentant une mutation ponctuelle sur le Tryptophane2
(E/W2A) et sur la T-cadhérine (T/EC12). La tres grande sensibilité de cette méthode a permis
de mettre en évidence a 1’échelle unimoléculaire la complexité de 1’échange de brin 3 au
niveau cinétique. Le role de catalyseur joué par le Tryptophane2 a été mis en avant, a la fois dans
la formation et dans la stabilité de cette interface adhésive. Nous avons caractérisé pour la
premiere fois un intermédiaire réactionnel de cette interaction qui nous a conduit a proposer un
mécanisme moléculaire pour rendre compte de la dynamique de formation des jonctions (Article 1).
L’analyse du comportement de la cadhérine-11 par cette méme approche a permis de révéler que les
processus de formation de I’échange de domaine sont fondamentalement différents entre cadhérines
de type I et Il (Article I1). Ces différences dans les mécanismes adhésifs sont tres probablement a

relier aux fonctionnalités biologiques différentes de ces molécules.

Dans une deuxiéme partie, je présenterai le travail concernant le greffage des
fragments de protéines sur des surfaces de verre pour répondre aux exigences d’une
biomimétisation optimisée. Ce travail de chimie de surface a conduit a la mise au point d’un
protocole de greffage des protéines portant une étiquette hexahistidine de facon orientée et
covalente (Article Il1). L’intérét de 1’utilisation de surfaces modele dans le décryptage des
voies de signalisation initiées en surface par les cadhérines est relaté dans une synthéese
bibliographique avec la mise en évidence de I’activation de Stat3 par des surfaces décorées

par des fragments EC12 de cadhérines.
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Pour progresser dans la compréhension des mécanismes moléculaires de 1’adhésion
des cadhérines, nous avons choisi d’étudier les paramétres cinétiques de cette interaction a

I’échelle de la molécule unique.

Nous avons dans ce travail concentré notre intérét sur un acide aminé situé a
I’extrémité N-ter du domaine EC1, le Trp2. Ce résidu est conservé au niveau de toutes les
cadhérines classiques de type | et Il ainsi que les cadhérines desmosomales. Son réle dans
I’activité adhésive semble étre particuliérement important. En effet, la mutation du Trp2 en
Ala abolit 1’activité adhésive des cadhérines au niveau cellulaire (Tamura et al, 1998b) ainsi
que sur les protéines isolées (Perret et al, 2002b; Pertz et al, 1999a). De plus, 1’ajout d’un
analogue de la chaine latérale du Trp, I’'I3A, inhibe I’adhésion a la fois au niveau cellulaire
(Tamura et al, 1998b) et sur des protéines purifiées (Perret et al, 2002b). Enfin, in vivo, la
mutation du Trp2 sur la N-cadhérine conduit, chez le poisson zebre, a un développement
anormal de I’embryon (Malicki et al, 2003).

Les données structurales mettent en évidence I’importance de cet acide aminé dans le
fonctionnement moléculaire des cadhérines. Dans ces études, la chaine latérale du Trp2 vient
se loger dans une poche hydrophobe formée en particulier par 1’alanine 80 du motif HAV
(Histidine - Alanine - Valine) au niveau du domaine EC1. Cependant deux types de
positionnement ont été observés : soit un ancrage intramoléculaire, soit un ancrage réciproque
dans la cavité hydrophobe de la molécule partenaire. Le Trp2 participe ici directement a
I’interaction adhésive et a I’échange de brin . La fagon dont cet acide aminé est impliqué
dans D’interaction adhésive reste donc encore imprécise, et c’est ce point que nous avons

essaye de clarifier dans le travail qui suit.

Pour ce faire, nous avons utilisé¢ la chambre a flux laminaire qui s’est déja révélée
comme un outil puissant pour étudier les interactions dynamiques des cadhérines (Perret et al,
2002a; Pierres et al, 1998b). En chambre de flux, méthode développée indépendamment par
T . Springer et P. Bongrand, les protéines nécessitent d’étre fixées sur des surfaces modeles :
des billes et la surface constituant le fond de la chambre (Pierres et al, 1998a). Cette condition
présentait un double avantage dans le cas particulier des cadhérines. D’une part, le fait d’avoir
des protéines fixées sur des surfaces permet de contourner la difficulté posée par 1’éventualité
d’homoassociation en solution. D’autre part, ces protéines sont transmembranaires, nous nous
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placons donc dans des conditions similaires a celles du contexte biologique. Les deux surfaces
sont ensuite amenées en contact a 1’aide d’un faible écoulement laminaire. Ce Systéeme
minimaliste recrée 1’approche de deux cellules exprimant des cadhérines a leur surface, tout
en éliminant pour le moment les paramétres non contrélables (tels que le nombre de
molécules impliquées, la formation de plaque, le cytosquelette d’actine, les mouvements

membranaires, ...).

Ces billes sont ensuite injectées dans la chambre aux dimensions millimétriques. Le
flux est laminaire et I’on peut donc corréler la vitesse des billes avec leur hauteur dans la
chambre. A proximité du fond de la chambre seront les billes les moins rapides, c’est a dire
celles susceptibles d’interagir avec la paroi. L’analyse des trajectoires de ces billes nous
renseigne sur les propriétés dynamiques de I’interaction cadhérines. En effet, la fréquence
d’arrét est directement proportionnelle a I’association (kon) de I’interaction (Pierres et al,
1998b). La durée des arréts des billes nous permet de caractériser la dissociation (Kes) de
I’interaction; enfin la variation de la vitesse du flux permet de faire varier la tension appliquée
sur la liaison et ainsi la détermination du spectre de force de I’interaction (Perret et al., 2002).
De plus, en diminuant suffisamment la densité de protéine sur la lame de mica, il est possible

de mesurer des interactions a I’échelle de la molécule unique.

Nous verrons dans le travail suivant que cette méthode est suffisamment performante
pour sonder I’influence d’un seul acide aminé. Dans ce manuscrit, nous avons compar¢ les
dynamiques d’adhésion des fragments sauvages de E-cadhérine (E/EC12) avec les mémes
fragments dont le Trp2 a été muté en Ala (E/W2A). Nous montrons ainsi que le Trp2 favorise
non seulement la stabilité mais aussi I’initiation de ’interaction entre cadhérines, en agissant
sur la formation des contacts. Le confinement de ces deux protéines recombinantes sur 1’une
ou I’autre surface dans la chambre a permis 1’analyse d’interactions hétérophiles : ici le Trp2
et la poche hydrophobe sont présents sur une surface et la surface opposée ne possede que la
poche hydrophobe Nous avonsmis en évidence , par ces expériences, un intermédiaire
réactionnel dont les propriétés dépendent de la molécule initiatrice de 1’échange de brin.
Enfin, cette interaction asymétrique analysée sur des contacts bille-cellule renforcent cette
observation : ces mémes billes recouvertes du fragment E/EC12 sont rapidement internalisées
par des cellules exprimant la E-cadhérine, alors que le fragment E/W2A, par la seule
différence sur le Trp2, permet une immobilisation mais n’induit aucun recrutement

membranaire.
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Introduction

A wide variety of physiological processes are the reflection of interactions between
macromolecules, especially between proteins. Adhesion between cells is one of such
processes, essential for tissue morphogenesis and maintenance of adult structures. Classical
cadherins are plasma membrane receptors that mediate cell-cell adhesion through homophilic
Ca®*-dependent interactions (Nollet et al, 2000; Takeichi, 1988b). E-cadherin, the epithelial
prototype, is a transmembrane glycoprotein of which the extracellular segment contains five
EC modules (numbered 1 to 5 from the outermost domain) separated by interdomain Ca2+
binding sites (Courjean et al, 2008) and is responsible for adhesive interactions with E-
cadherins on the surface of opposing cells. Following the transmembrane segment, an
intracellular domain of about 110 amino acids is important for anchoring to the actin
cytoskeleton via a, B and p120 catenins and in the clustering of surface cadherins to form
junctional structures. This association is the starting point of intracellular signalling
(Gumbiner, 2005; Ozawa et al, 1989; Raptis et al, 2009; Reynolds et al, 1994; Shibamoto et
al, 1995; Takeichi, 1990; Yap & Kovacs, 2003).

Cadherins biological properties rely at least in part on the extracellular segment where the
first events of protein interactions take place. Structural studies of the extracellular cadherin
segment as well as sequence alignments indicate that each individual repeat EC is composed
of seven anti-parallel B-strands arranged as two opposing sheets (Patel et al, 2003a).
However, it is in the interactions between cadherin domains where much controversy has
emerged. Crystal structure analyses of classical cadherins show that these proteins interact at
the most distal of five extracellular domains, called EC1 (Boggon et al, 2002; Haussinger et
al, 2004; Shapiro et al, 1995). Other studies suggest that strong adhesion could only be
produced by more extensive interactions along the extracellular arms (Bayas et al, 2006;
Perret et al, 2004).

Much effort has been spent to reveal the atomic details of cadherins adhesive interactions. But
despite numerous structural data, the adhesive interface corresponding to the cadherin trans
interaction was for long under debate. The first model for cadherin-mediated interactions
proposed that cadherin cis-dimers on opposing cells form a zipper-like superstructure
(Shapiro et al, 1995). However, the crystal assemblies of the pair EC12 domains of both N-
and E-cadherins did not fully confirm this picture (Nagar et al, 1996; Pertz et al, 1999b).

More recently, a novel model for cadherin-mediated adhesion has been proposed based on the
crystal structure of the entire ectodomain EC15 of C-cadherin (Boggon et al, 2002). Trans

interactions between the ectodomains were proposed to imply the B-strand exchange assigned

72



to the cis interaction in earlier work. This B-strand exchange was then observed between E-
cadherin two EC12 fragments by x-ray crystallography and NMR (Haussinger et al, 2004)
(Figure 1a). A definitive biological interpretation is difficult because crystal-packing forces
are of similar size or even larger than the weak physiological interactions.

Numerous lines of evidence support the idea that the outermost cadherin module is essential
in mediating the adhesion between cadherin molecules (Chappuis-Flament et al, 2001;
Harrison et al, 2005a; Shan et al, 1999; Tomschy et al, 1996; Zhang et al, 2009). Some highly
conserved residues of the EC1 modules of classical cadherins are essential for adhesive
function (Fig 2). In particular, replacement of Trp2 with Ala (W2A) or Ala80 with lle
abrogates the cadherin adhesive capacity at the cell surface (Noe et al, 1999; Pertz et al,
1999b; Tamura et al, 1998a). More precisely, the HAV sequence located at the C-terminal
region of domain EC1 and conserved residues surrounding it contribute to the formation of a
hydrophobic pocket (Blaschuk et al, 1990; Tamura et al, 1998a) where the Trp2 docks into.
Divergent interpretations have been proposed from the successive structural studies.
However, various recent studies suggested that the different images obtained by x-ray
crystallography correspond to different steps of the B-strand exchange process leading to
cadherin-cadherin interaction: intramolecular docking of Trp2 corresponds to the monomeric
conformation, while the trans dimer is achieved by p-strand exchange (Chen et al, 2005;
Harrison et al, 2005b; Troyanovsky, 2005).

Flow chamber measurements have proven to be valuable tools for resolving dynamic
parameters of receptor-ligand interactions (Pierres et al, 2002; Robert et al, 2007). In an
attempt to dissect the cadherin-based adhesive interactions, we have recently used this
methodology to determine the overall adhesive properties of the extracellular cadherin
segment (Perret et al, 2002a; Pierres et al, 1998b; Pierres et al, 2007). Here we used the flow
chamber operated under very low shear rate and enhanced detection sensitivity as a powerful
molecular approach to probe the contribution of the Trp2 in the dynamics of the j-strand
exchange of the E/EC12 fragment at the single molecule level. By comparison, we also
probed the behaviour of a recombinant protein bearing a Trp2 to Ala2 point mutation as well
as of a T/EC12 where the Trp2 is not conserved on the wild-type protein. We were thus able
to demonstrate the occurrence of a Trp2 docking with a fast Kkinetics that precedes a
previously described longer interaction step of the two outermost domains. Our observations
1) provide a mechanism for the involvement of Trp2, which acts as a feeler, in the cadherin
trans interaction, ii) suggest that we have for the first time revealed a reaction intermediate
involving only the strand of one molecule, iii) the strand of the second molecule appears to be

necessary to fully accomplish the adhesive contacts, as documented by cell-beads
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interactions. Our results also provide new detailed insights into the dynamics involved in

regulating epithelial cell-cell adhesion.

Materials and Methods

Plasmid constructs

Cloning of the MIEGR-E/EC12 has been already described (Courjean et al., 2008). The
construct coding for the cleavable protein MIEGR-E/W2A, which corresponds to MIEGR-
E/EC12 mutated in W2A, was realized using the same strategy. First, an intermediate
construct was obtained by cloning the first part of the sequence coding for HisXa-
ECAD12W2A, kindly provided by Thomas Ahrens and J. Engel (Haussinger et al. 2004).
DNA fragments were cloned from pET19b (HisXa-ECAD12W2A) plasmid into the pET24a
(M-E/W2A) plasmid (Perret et al., 2002), using the Bglll / Ecorl sites and resulting in
sequences coding for HisXa-E/W2A, fused with the histidine tag in C-terminal position. Then
the fragments coding MIEGR-E/W2A was cloned from the previous plasmid in a pET24a
plasmid using the Xhol / Ndel site.

Prior to the expression of the proteins, the cDNA constructs were sequenced to verify that

mutations had not arisen during polymerase chain reaction.

Protein expression and purification

The E-cadherin fragments used in this study are displayed on Figure 2a. For MIEGR-E/EC12
and MIEGR-E/W2A chimeric proteins purification, Terrific Broth media cultures of 500 ml
containing 50ug/ml kanamycin were inoculated with transformed colonies picked up from
agar plates. Expression was induced by the addition of IPTG, then after 2h, cells were
harvested and stored at -70°C. Cell pellets were resuspended in lysis buffer (4M urea; 50mM
Na;HPO, pH 7.8; 20mM imidazole and 20mM B-mercaptoethanol). The fusion proteins were
purified by affinity chromatography of crude bacterial lysates on Ni**-NTA Superflow
(Qiagen), followed by extensive dialysis to remove imidazole. Cadherin fragments were
eluted with 0.25M imidazole. These constructs produced two proteins with a factor Xa
protease site (lle-Glu-Gly-Arg) directly before the N-terminus sequence. Cleavage of these
fusion proteins with the Factor Xa protease yielded proteins with the correct N terminus.
Factor Xa protease digestion of 1mg of MXa-E/EC12-His or MXa-E/W2A-His chimeric
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proteins was performed in 1mL Tris 20mM, NaCl 50mM, CaCl2 1mM, pH6,5 with 50U
(Qiagen), during 60h at 16°C. The reaction was stopped by addition of leupeptin and
removing the Factor Xa enzyme using Xa Removal Resin (Qiagen). The cleaved fragments
were then dialysed against Tris 20mM, NaCl 150mM pH8 using Amicon Ultra 15, cut off
10kDa (Millipore) in order to remove Ca®* ions and the cleaved peptide. The resultant
proteins were named E/EC12 and E/W2A respectively. A Cter hexahistidine tagged
recombinant protein corresponding to the outermost T-cadherin domains T/EC12 was kindly
provided by L. Shapiro and B. Honig (Posy et al, 2008).

Protein concentration was determined spectrophotometrically by absorbance measurements at
280nm. The absorbance coefficient was evaluated on the basis of amino acid composition

using ProtParam tool, provided by ExPaSy web site (http://expasy.ch). Following purification,

proteins purity was checked by SDS-PAGE, western blotting as described (Perret et al,

2002a), and mass spectrometry.

Circular Dichroism

Circular dichroism spectra were recorded at 20 °C in a solution containing 20 mM Hepes and
150 mM NaCl (pH 7), using a Jasco 810 spectropolarimeter with quartz cells with a path
length of 0.2 mm. The protein concentration was 1.2 mg/mL. Spectroscopic studies of
structural modifications were performed by adding aliquots of a Ca®* stock solution to the
Ca’*-depleted protein, to a final Ca?* concentration of 1 mM. Spectra were recorded by

subtracting the background due to the buffer signal.

Mass Spectrometry

ESI-ToF mass spectrometry was performed on a Waters LCT Premier instrument in the
positive mode. 20uL of a 20uM cadherin solution was extensively washed in a

Trifluoroacetic acid (TFA) 0.1% in water and then directly injected in the mass spectrometer.

Preparation of substrates for the flow chamber experiments

Streptavidin coated beads (2,8 um diameter, 1,3 g/l density, Dynabeads M280, Dynal) were
incubated (~ 8.10° beads/ml) at 37°C for 30 min with 10 pg of biotinylated rat anti-mouse Ig
mADb (Pharmingen) then with 10ug of mouse anti-histidine mAb (clone His-1, Sigma). Finally
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beads were incubated with the recombinant E/EC12, E/W2A or T/EC12 fragments, for at
least 1h. Prior using in adhesion experiments, beads were washed in 20 mM Hepes, 150 mM
NaCl, pH?7.

Freshly cleaved mica surfaces (Muskovite mica, Metafix, Montdidier, France) were incubated
with ImM NiCl, (Sigma) for 1 min. Cadherin fragments were diluted to the desired coating
concentration in binding buffer (Hepes-NaCl) and deposited on each mica surfaces for 1h at
RT. Surfaces were then washed with Hepes-NaCl. Before use in laminar flow assays, beads
and slides were incubated for 15min withimM CaCl, in Hepes-NaCl. Experiments were
performed in Hepes-NaCl, with1mM CaCl,, BSA 0.2% at RT.

Interaction lifetime measurements were carried out with saturated beads (6900
molecules/um?) and with a binding site density on mica of 50-100 molecules/um?, as
described previously (Perret et al, 2002a). Such conditions allowed optimal attachment

frequency and unimolecular measurements.

Laminar flow adhesion assays

Flow chamber: Chambers were assembled as previously described by applying molecularly

smooth mica sheets against a plexiglas block with a cavity of 0.1 x 6 x 20 mm3 (Satim,
Evenos, France). The chamber was set on the stage of an inverted microscope (Axiovert 135,
Zeiss, Germany) bearing a long-distance 40X dry objective (n.a. 0.55) and a CCD camera
(WV-BP 310/G, Panasonic) connected to a Time Lapse Video Recorder (AG 6730,
Panasonic) and a videotape recorder for delayed analysis. Typically, 1 mL of bead suspension
(10 million/ml) was driven through the chamber with a 5ml syringe mounted on a syringe
holder (Rasel, Stamford CT, supplied by Bioblock, Illkirch, France).

Particle tracking: Videotapes were digitized using a Pinnacle’s DV500 PCI card (Pinnacle
Systems, Inc, Chatillon, France). The movies were exported in sequences of numbered files.
Then, a 20 millisecond time resolution was obtained by separating the interlaced fields
forming each image. Bead trajectories were recorded using the Metamorph tracking option
(Universal Imaging Corp.). Pixel size was 0.37 um. On each field, the sphere centre of gravity
was determined with 0.040 um accuracy. Also, the trajectories were checked to detect
artefactual events such as sphere collisions or doublet formation. In a typical experiment,
about 1500-2500 particle trajectories were recorded, amounting to about 500000-1000000

events, defined as sets of three parameters: time, x and y coordinates of the sphere centre.
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Data analysis

Arrest definition: A custom-made software was used to analyse particle trajectories and to
detect arrests. A sphere was defined as arrested when it moved by a distance lower than a
threshold & during the following time period t. Due to the occurrence of Brownian motion of
flowing spheres, it cannot be ensured that a particle arrest represents an actual binding event
rather than a random velocity fluctuation (Pierres et al., 2001). More precisely, particle
motion depends on its bound/unbound state and displacement of a moving particle, during a

time At, can be defined as following:

AX =u,(z)-At+B+C

moving

Where up(z) is the local hydrodynamic velocity of a sphere, in absence of diffusion. This
velocity depends on the wall shear rate and the distance z between the particle and the floor of
the flow chamber. B is a random displacement along the flow direction due to Brownian
motion. C is a random apparent displacement due to error in determining the centre of the
particle (originating from tracking device). When the particle is arrested, due to a molecular
interaction, its displacement is reduced to:

AX, e = B+C

arrested

B’ corresponds to a confined Brownian motion of the bead around the anchoring position on
the mica sheet. Since the component C is due to the uncertainty in optical/video detection of
the particle position, this variable does not depend on At. It can be assumed that the
distribution function of AXarresteq IS limited in a range tighter than the dimension of the particle.

This assumption was verified experimentally (Figure 3). The component B correspond to a
random diffusive displacement, varying as +,/D, - At . Dy is the diffusive coefficient along

the flow direction. Consequently, it is possible to discriminate between arrested and moving
particles by measuring displacement during a sufficient time At from which it is mainly

observed that: AX,, eqeq < AX

moving *

We determined experimental distributions of particles displacement for various values of At
(20, 40, 80, 120, 160, 200, 240ms) in order to choose acceptable values for T and & (Figure
3).This distribution was determined for all our experiments, showing a good homogeneity of
our data. In particular, we verified experimentally that the minimal period of time 1, allowing

separating the part of arrested particles from the moving ones, only depends on the wall shear
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rate, but not on the nature of proteins covering the beads and mica surfaces. The choice of t©
and & is also critical because these parameters define the average minimal duration of
detectable arrest (dy,) and the average shift between apparent (d,) and true (d;) arrest duration,

introduced by this way of detecting arrests.

d, =z‘—£
Vv
d, =dt+r—E
Vv

v is the mean velocity of sphere flowing close to the chamber floor. Since one of our goals is
to detect short arrests, we need to choose the shortest acceptable tJ that is to say the minimal
At allowing to discriminate between arrests due to a cadherin interaction and random
fluctuation of velocity. The & parameter was chosen to be the maximal displacement of
arrested particles (Figure 3). When the wall shear rate was of order of 8-10 s™, optimal results
were obtained by using & = 0.31 pum and © = 0.12 s, resulting in: d, = 68 ms and d; = d, + 17

ms.

Although we can observe arrests with apparent duration (d,) of 20ms, many of them are not
detected. We chose to only retain arrests d, >[140ms. By doing so, we obtained a very limited

underestimation of the number of short arrests.

Binding frequency: The binding frequency was used to reflect the binding efficiency as
previously described (Perret et al., 2002). It was thus determined by dividing the number of
arrests Ns(t=0), obtained by extrapolation using the best fit of the detachment curve, by the

total duration of motion of particles meeting the aforementioned velocity limitation.

Detachment curves and simulations: By plotting the number of particles remaining bound
versus time, we could determine characteristic durations of interactions. To fit the
experimental data, we built P(t), the probability for a complex to be still bound. P(t) is the
sum of the probability for the different bound states D, and Dy; P(t=0) = 1. To adjust the
function P(t) with the experimental data, we constructed a theoretical function displaying the

number of arrests versus time:

Ns(t) = P(t) X Nexp/P(t = 57 ms)
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Where Neyp is the number of experimental arrests detected, which corresponds to d; >[1 57 ms.
Numerical simulations were used to fit with our experimental data with the following

mechanism:

With initial conditions: Dy(t=0) = 1 and Dy(t=0) = 0. The constants kjo, k12 and k1 were
varied to obtain the best fit. Theoretical curves were fitted to experimental data with x? test.
Arrest durations were grouped in eleven classes. Parameters ki were systematically varied
with a step of 1 s™ in order to determine the values yielding minimal y2. This procedure was
repeated with a step of 0.1 s to refine the minimization. Note that the threshold 2 for a 0.05

significance level is 14 when the number of degrees of freedom is 7.

Cell-bead adhesion assays

The normal mouse mammary epithelial cell line HC11 has been described (Wojcik et al,
2006) and was kindly provided by Dr. L. Raptis (Kingston, ON Canada). These cells were
used to assay the cadherin-coated beads adhesion with cells. Beads were coated with either
E/EC12 cadherin fragment or E/W2A cadherin fragment, as described in the previous section.
Cells were seeded on glass coverslips in 24-well tissue-culture test plates (10°cells/well)
overnight, in RPMI (Gibco) supplemented with 10% FCS, 100 U/ml penicillin G, and
100 mg/ml streptomycin, insulin, EGF. Cell culture was conducted at 37°C in a humidified
atmosphere of 5% CO; in air.

To perform beads/cells adhesion assays, ~ 5.10° beads were added on cells in 800pL in RPMI
and incubated for 40 min at 37°C under 5% CO,. Cells were then gently washed with 0.1 M
Na cacodylate pH 7.4 under pipette outflow and fixed with 2.5% glutaraldehyde (Sigma) in
cacodylate buffer for 90 min at 4°C. Samples were then treated with 1% osmium tetroxide,
1% tannic acid then dehydrated with a series of graded methanol/water baths, stained in 2%
uranyl acetate in 70% methanol before critical-point drying with HMDS. The samples were
sputter coated with gold and observed with a Jeol JSM 6700F Field Emission Scanning

Electron Microscope operated at 5 kV.
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Results

We previously showed using a flow chamber device that the E-cadherin two outermost
modules (M-E/EC12) exhibit transient tethers with first-order Kinetics. The unstressed
lifetime of individual E-cadherin interactions is as brief as 1-2 seconds (Perret et al, 2002a).
The cadherin fragments used in this study were expressed in E.Coli, thus had an additional
Met residue at the N-ter end. However cadherin homophilic interaction strongly depends on a
salt bridge between Glu89 and the N-ter end (Harrison et al, 2005b; Posy et al, 2008). This 1-
2 second interaction and an additional one of 0.1 second were characterized using the
biomembrane force probe (Perret et al, 2004). To specifically assess the influence of the Trp2
in the formation of the -strand exchange, our approach was to probe cadherin fragments with
a native Nter end, and modify the arrest definition resulting in a better detection of short

arrests.

Characterisation of the cadherin fragments

In order to remove the additional Nter methionine that potentially perturbs the establisment of
the B-strand exchange, we introduced the sequence IEGR (Factor Xa) at the N-terminal end
(figure 2a). This sequence is specifically recognized and cleaved by the Factor Xa Protease,
providing cadherin fragments with no spare amino acid. The correct processing was checked
by mass spectrometry (figure 2b). Theoretical masses for both E/EC12 and E/W2A fragments
were calculated using the ProtParam tool from the ExPaSy web site (www.expasy.ch) and

found to be respectively 25177,0 Da and 25061,9 Da. The experimental mass values obtained
for E/EC12 and for E/W2A fragments were 25176 Da and 25061 Da, respectively indicating
that the amino acid sequence was correct and that the Nter end was similar to the wild type
proteins.

Circular dichroism was used to probe the folding of cadherin fragments. As shown in figure
2¢c, E/EC12 as well as E/W2A exhibited spectra characteristics of correct cadherin folding.
The mean molar residue ellipticity of both apoproteins changed when 1mM Ca?* was added to
the protein solutions (Courjean et al, 2008). These data indicated that the W2A point mutation
did not modify the folding of the E/W2A fragment.

An optimised Flow Chamber device to detect short arrests

The interest of the flow chamber methodology is: i) to study the association of surface-

attached molecules rather than the soluble form thus achieving a molecular orientation
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relevant to physiological conditions, ii) to allow very sensitive detection of molecular
interactions, iii) to allow confinement of molecules on surfaces making possible probing of
individual asymmetric molecular interactions. In order to improve our knowledge of the
mechanism of cadherin trans interaction, we needed to be able to detect a possible slight
effect on kinetics, due to the fact that our interest was on a single residue, i.e Trp2. More
precisely, our goal was to detect arrests as brief as possible. With this perspective, the main
difficulty was to discriminate between arrests due to true cadherin interactions and random
fluctuations originating mainly from Brownian motion. Usually, a particle is considered as
arrested at some point when the displacement during the previous period of time t is lower
than the threshold distance &. An optimal discrimination could be obtained by studying the
distributions of particle displacements, observed during different intervals of time At (For

more details, see Materials and Methods).

Typical plots of these distributions showed both moving and arrested particle distributions,
which were more distinguishable when we increased At. Consequently, we observed that the
minimal duration to separate these two components was 120 ms, when both surfaces were
coated with cadherin fragments. We could easily distinguish arrested particles due to a
cadherin interaction with the mica surface, which displacement is limited, from free particles.
Consequently, we are able to determine the optimal set of parameters necessary to define an
arrest due to a cadherin interaction. We verified experimentally that the choice of these
parameters depends only on the wall shear rate of the laminar flow, as expected (Data not
shown). The optimal values chosen in this study were for t = 120ms and & = 0.31um and by

doing so, the minimal duration of detectable arrests was about 0.068s.

Kinetics of cadherin homophilic interaction
Binding formation

The laminar flow chamber method allowed us to probe the formation and the stability of
individual trans interaction between cadherin fragments. By measuring the arrest frequency of
coated beads flowing near coated mica surfaces, we were able to quantify the formation
kinetics of this interaction. Although this is not a direct measurement of binding rate (also
called on-rate), theory shows that binding frequency is proportional to on-rate (Pierres et al,
1998b). Then it is possible, by using our different fragments probed in identical conditions, to

consider binding frequency as a quantitative effect of their on-rate.
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As shown in Figure 3, binding frequency between beads and mica both coated with E/EC12
was higher than between E/W2A or T/EC12, two proteins that do not bear a Trp2 even though
binding frequencies of E/W2A and T/EC12 were significantly above the background level at
low (2pN) force. These frequencies were sensitive to force, as expected. When force on the
interaction increased, binding frequency decreased from 0.023 um™at 2pN to 0.001 pm™ at
13pN. By comparison, binding frequency of E/W2A was 0.011 pm™ at 2pN and 0,001 um™ &
6-7pN; binding frequency of T/EC12 was 0.01 pm™ at 2pN and 0,0015 um™ & 4pN . These
data showed that Trp2 is directly involved in binding formation, at the molecular level. These

results indicated that the Trp2 clearly enhanced the formation of cadherin trans interaction.

Binding stability

Binding stability could be gquantified from the duration of individual arrests, by plotting the
proportion of detected interactions as a function of time (see Materials and Methods). As
shown in Figure 3Db, trans interaction between E/EC12 fragments appeared to be more stable
than between E/W2A and T/EC12. These data revealed that the Trp2 is directly involved in

the stability of cadherin interaction, which is consistent with structural and biological data.

These experimental distributions of arrest durations were fitted according to several
theoretical models. In a first series of calculations (not shown), it was checked that
experimental data displayed on Figure 3b could not correspond to a first order kinetics, with
an adjustable off-rate. Indeed, in this case, the experimental curves should be straight lines.
These results were different from those obtained by Perret and coll. (2002). Indeed, due to the
improvement of sensitivity of detection used in the present work, we were able to detect short
arrests more efficiently, then inligthening the complexity of the bound state. The simplest way
to fit these experimental data was by using a two states model. More precisely, we considered
a three-parameter model involving an intermediate binding state (see Materiel and Methods),

and the arguments are given in the Discussion section.

Mechanism of interaction between cadherin extracellular fragments

According to recent structural studies, cadherin trans interaction is achieved by a B-strand
exchange mechanism, but only few details are currently available. This mechanism is simply
described as a domain swapping process: the N-ter strand is able to exchange its

intramolecular bonds to interact with the EC1 motif of the opposing molecule. The “closed”
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monomeric conformation acts as a competitive inhibitor of dimer formation, thus lowering
affinities even though the dimer interface has the characteristics of high-affinity complexes,
and the transition from the monomeric to the dimeric conformation is limited by high
activation energy (Chen et al, 2005). Our measurements provided qualitative and quantitative
information about trans interaction between cadherin fragments. Trp2 appeared to play an
important kinetic role in this process by facilitating binding formation and increasing bond
stability. Moreover, we showed that a (at least) two bound states process was necessary to

account for the dissociation of the dimer.

The question was then to know whether the establisment of the adhesive interface between
two cadherin molecules is sequential (that is initiated by only one molecule) or whether this
process needs a simultaneous coordination of both molecules (both in an active, “open”
conformation, with the Trp2 exposed to the solvent). We made use of the flow chamber
method to probe these hypotheses by confining the recombinant proteins, E/EC12 or E/W2A,
in one surface or the other and then analyzed the heterophilic interaction under both
configurations. Because the protein density is 50-100 times much higher on the beads (6900
molecules/pm?) than on the mica (50-100 molecule/um?) surfaces (Perret et al, 2002a), the
occurrence of proteins exhibiting an “active configuration” will be higher on the beads than

on the mica (Chen et al, 2005).

As illustrated on Figure 4a, the formation of a heterodimer by a simultaneous process requires
active monomers on both surfaces, and would be characterized by a unique binding
frequency; this frequency should likely be intermediate between frequencies obtained for
homophilic configurations (E/EC12 vs E/EC12 and E/W2A vs E/W2A). By contrast, a
sequential process will rely on the reaction pathway followed by the interacting molecules,
that is on the cadherin fragment that will initiate the interaction; due to the experimental
setup, the protein on the bead will much likely initiate the interaction. Nonetheless either
simultaneous or sequential pathway leads to the same heterodimer adhesive interface, which

obviously will exhibit the same stability.

Experimental measurements presented in figure 4b clearly showed that the cadherin
interaction is a sequential process. More precisely, binding frequencies measured for
homodimers and heterodimers configurations clearly depended on which protein was on the
beads. Unexpectedly stability of heterodimers (figure 4c) was not the same but also depended
on the protein present on the bead, which most probably initiates the interaction. Taken
together, our results provided new insights for a detailed mechanism of cadherin trans

interaction. When molecules from two opposite surfaces are close enough, one molecule in an
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active state, initiates the B-strand exchange following a sequential mechanism. The Trp2
together with other amino acids such as the residues forming the hydrophobic pocket are
directly involved in this binding initiation. Moreover, these data characterized for the first
time an intermediate state involving the B-strand of only one cadherin along the energy

landscape described by Chen (Chen et al, 2005) from monomers to dimer formation.

To further probe the role of the Trp2 in this interaction, these beads decorated with E/EC12 or
E/W2A fragments were incubated with HC11 cells expressing E-cadherin on the plasma
membrane and assayed for binding activity by scanning electron microscopy (figure 5). After
40 min of incubation, both types of beads appeared associated with cell membranes.
Interestingly, 90% of E/EC12 beads appeared internalized by HC11 cells (figure 5a-c), while
90% of E/W2A decorated beads were associated with cell surface through membrane

protrusions with no internalization (figure 5d-e).

Discussion

The purpose of this study was to clarify the molecular mechanism of cadherin interaction. As
described by structural data, the adhesive interface is achieved by domain swapping and more
precisely the N-terminal [B-strand exchange. However little information is available
concerning the molecular mechanism of the dynamic of this swapping. The Trp2, a conserved
residue among classical and desmosomal cadherins, is essential for cadherin adhesive
interaction. This is illustrated by cellular adhesion and molecular interaction experiments
(Harrison et al, 2005a; Harrison et al, 2005b; Malicki et al, 2003; Perret et al, 2002a;
Prakasam et al, 2006a; Troyanovsky et al, 2003), and its central role in binding interface is
suggested by x-ray crystallography and NMR studies (Boggon et al, 2002; Haussinger et al,
2004; Parisini et al, 2007; Tamura et al, 1998a). Other residues of the EC1 domain that are
conserved amongst classical type | cadherins, have also been identified as key elements of the
B-strand exchange (Posy et al, 2008). Altogether these observations raise the question of how
cadherin interactions are preferentially homophilic. In order to investigate further this process,
we focused on the involvement of the Trp2 in the kinetic properties of the E-cadherin
interaction. Three recombinant proteins: i) the wild-type E/EC12 fragment, ii) its domain pair
including the point mutation W2A (E/W2A), iii) the T/EC12 fragment, corresponding to the
T-cadherin outermost modules of which the wild-type sequence does not have Trp2 (Posy et
al, 2008), were probed, resulting in qualitative and quantitative information on the molecular

mechanism.
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A relevant mechanism

Previous studies, using the flow chamber technique, clearly show the ability to probe single-
molecule binding kinetics between cadherin-11 (Pierres et al, 1998b), C-cadherin (Pierres et
al, 2007) and E-cadherin fragments (Perret et al, 2002a). In this work, the off-rate of E/EC12
interaction is determined (0.5 s™), further validated by NMR data (Haussinger et al, 2004).
However, biomembrane force probe studies reveal an additional interaction (off-rate 10 s™) on
this fragment (Perret et al, 2004). Thanks to a better detection of short arrests, the detachment
curves revealed the complexity of the dissociation which could not be described by a first
order reaction, as already suspected by considering biomembrane force probe data (Perret et
al, 2004).

Numerous studies have been performed in order to describe the adhesive cadherin interaction
(Patel et al, 2003b; van Roy & Berx, 2008). Most data using different approaches suggest that
cadherin trans interaction between EC1 domains is achieved by a unique binding interface
that involves the Trp2 (Boggon et al, 2002; Haussinger et al, 2004; Parisini et al, 2007,
Troyanovsky et al, 2003; Zhang et al, 2009). According to structural and kinetics parameters
data, Chen et al. (2005) suggested a mechanism describing general domain swapping
properties for the cadherin interaction (Chen et al, 2005). Briefly, intramolecular
configuration of the N-ter B-strand, including the Trp2 docking in a hydrophobic pocket,
stabilizes the monomeric state in a “close” conformation. This conformation acts as a
competitor of dimer formation, resulting in weak binding affinity (Kp = 0.72 mM)
(Haussinger et al, 2004). The dimer formation is limited by a high energy transient state
which may need the destabilization of the N-terminal B-strand. By approximating cadherin
interaction as a first order reaction, the authors estimated free energies between monomeric,

dimeric and transient states. The transient state has never been characterized until now.

Experimental detachment curves presented in this study clearly showed that cadherin
dissociation occurs through a more complex process than a first order reaction. The p-strand
exchange model was used as a frame to analyse the kinetic rates of cadherin interaction. Due
to the low force applied on the molecular bond (about 2 pN), we considered in first
approximation these fitted rates as spontaneous dissociation rates. Then, the simplest way to
fit the experimental data was by using a two states model, which is in good agreement with
previous biomembrane force probe studies that revealed two distinct binding states on the first
two EC motifs of E- and C-cadherin (Bayas et al, 2006; Perret et al, 2004). The two

corresponding off-rates for E-cadherin were about 10 s and 1 s*. Unfortunately, it was not
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possible, from experimental curves, to determine if this process resulted from two
independent or two successive binding states on the same reaction pathway. Altogether our
results reveal for the first time the involvement of Trp2 in the formation and not only on the

stability of the B-strand exchange.

Structural studies on E/EC12 fragments with additional Nter residues describe another
adhesive interface involving the hinge region between EC1 and EC2 motifs (Pertz et al,
1999b). Interacting molecules in these crystals exhibit a parallel arrangement, without Trp2
involvement or (B-strand exchange. Very recently, a similar arrangement was described
between T-cadherin molecules, which do not have Trp2 and do not appear to interact via b-
strand exchange (Dames et al, 2008; Posy et al, 2008). Altogether these data strongly argue
for an involvement of the Trp2 in the dynamic of the Nter 3-strand exchange for classical type

| cadherins.

Finally, as cadherin interaction involves at least two bound states, they should be part of the

adhesive interface described by the -strand exchange and involve Trp2,

Trp2 and N-terminal end in the molecular mechanism of cadherin interaction

First, our measurements suggest that the binding formation is limited by a high activation
barrier. Indeed, our results showed that the conserved Trp2 is directly involved in this
process. Its mutation increased this activation barrier. Second, the energy difference between
monomeric and both bound states is weak. As previously discussed by Chen et al. (2005), this
should be due to the similar N-ter strand interactions in both monomeric and p-strand
exchange conformations (Chen et al, 2005). In particular, according to the direct involvement
of Trp2 in the first bound state formation and stability and the intermediate energy level, this
intermediate state could be viewed as an incomplete -strand exchange, which is related to an
asymmetrical binding process. A potential explanation of this observation is that molecular

adjustment involves other amino acids on the N-terminal strand.

Potential roles of asymmetrical intermediate complex in cadherin adhesive function

To our knowledge, the kinetic data presented in this study are the first experimental evidence
of an asymmetrical process in the cadherin trans interaction. One advantage of this

mechanism is that the asymmetrical intermediate state favours the formation of a second state,
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more stable, as only one activated molecule is necessary to initiate this binding. This
complexity in the interactions between cadherin extracellular segments was suggested by
electron tomography of desmosomal plaques. Indeed the main structural properties of
cadherins ectodomain are shared with classical and desmosomal cadherins: five EC motifs, a
conserved Trp2 and a putative hydrophobic pocket on EC1 (Posy et al, 2008). A first study,
using a freeze-substituted desmosomes from neonatal mouse epidermis, revealed a
desorganized three-dimentional array of cadherin molecules (He et al, 2003). Modeling of the
crystal structure of C-cadherin ectodomain (Boggon et al, 2002) onto the tomographic maps
revealed a stochastic interaction of the cadherins, which was described as three prominent
arrangements that resemble the letters W, S, and A in which the molecules interact at their
Nter tips. The S shape implies the interaction between Trp2 of one molecule and the non-
active site of the neighbouring molecule without inserting Trp2 into the hydrophobic pocket
of the neighbouring molecule. Another study, using freeze-vitrified samples showed a highly
organized structure of the desmosomes (Al-Amoudi et al, 2007) as in the in vivo hyper-
adhesive Ca?*-independent state (Garrod et al, 2005; Kimura et al, 2007). However upon
wounding in epidermis and conconfluent epithelial sheets, desmosomes adopt another state
characterized by Ca®*-dependence and loss of the midline suggesting a less-organized
structure (Garrod et al, 2005; Kimura et al, 2007). This state was shown to mimick the
characteristic of adherens junctions, which are sentitive to Ca?* ions. Hence it was
hypothesized that the extracellular regions of adherens junctions are naturally disorganized.
Even though these data are hypothetical they suggest the occurrence of asymmetrical

complexes at the cell surface.

Interestingly such asymmetrical, incomplete trans dimer could be the basis for the initiation of
adhesive plagues organisation. Indeed, He el al. data showed trans interactions involving both
cadherin monomers and cis dimers. Other studies using protein cross-linking and
coimmunoprecipitation demonstrated that cis cadherin dimers were formed only in cells
grown at low calcium concentrations, and that cis and trans interactions shared the same
adhesive interface (Troyanovsky et al, 2007; Troyanovsky et al, 2003; Troyanovsky et al,
2006). Data presented in this work strongly suggest that only one molecule is sufficient for
the trans interaction, giving the other molecule the capability of interacting with a third one,
then followed by the formation of a more complex oligomer. The strand of the second
molecule appears to be necessary to fully accomplish the adhesive contacts, as documented by
cell-beads interactions (this work) or cells grown on cadherin-decorated surfaces where only
E/EC12 and not E/W2A is able to initiate signalling pathways (Arulanandam et al, 2009).

Taken together, such asymmetrical cadherin trans interaction mechanism is a potential
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molecular basis for multimolecular oligomerisation between cadherins ectodomains coming

from opposite cell surfaces and leading to the formation of adhesive plaques.
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FIGURES LEGENDS:

Figure 1: Structural and sequence determinants of the B-strand exchange (a)
Crystallographic structure of the binding interface of the human E-cadherin (PDB 2072)
(Parisini et al, 2007). B-strand exchange and docking of Trp2 in the partner hydrophobic

pocket are required for trans-interaction. (b) Sequence alignments of classical type | cadherins
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and T-cadherin. Trp2 and amino acids surrounding the hydrophobic pocket are conserved
(highlighted).

Figures 2: Characterization of the cadherins fragments (a) Schematic representation of
murine E-cadherin constructs used in this study. All chimeric proteins comprise the two
outermost EC motifs, a polyhistidine tag at the C-terminal end, and a specific sequence
(MIEGR) at the N-terminal end allowing cleavage by the factor Xa protease. (b) Mass
spectrometry of the cleaved E/EC12-6xHis and E/W2A-6xHis fragments. Theoretical mass
calculated using ProtParam were 25177 Da for E/EC12-6xHis and 25061,9 Da for E/W2A-
6xHis. Our measurements are in good agrement with these values. (c) Circular dichroism of
both fragments. Spectra are characteristics of 3 -sheet folding, and the modification of mean
molar residue ellipticity by addition of calcium is typical of cadherin folded fragments
(Courjean et al, 2008).

Figure 3: Kinetics of cadherin homophilic interaction (a) E/EC12 fragment exhibits four
fold higher binding frequencies than E/W2A. Decrease of the binding frequency of E/EC12
and E/W?2A is linear when shear rate increases. Binding of the T/EC12 does not resist to
force. (b) Detachment curves at 2 pN: E/EC12 interaction is more stable than E/W?2A,
specifically on the early steps of interaction. T/EC12 stability is very similar to E/W2A in the

early steps of interaction.

Figure 4: Characterization of an intermediate state (a) Schematic pathways for two
monomers achieving the trans interaction; the top pathway describes a simultaneous process,
the bottom one a sequential mechanism, driven by different kinetics parameters. (b-c)
Experimental data showing binding frequencies (b) and detachment curves (c) of homophilic
and heterophilic E/EC12 and E/W2A fragments.

Figure 5: Scanning electron microscopy of beads/cells interactions (a) 90% of beads
coated with E/EC12 are internalized by HC11 cells. (b,c) Higher magnification showing
beads overlied by cell membrane. (d) 90% of E/W2A decorated beads were associated with
cell surface through membrane protrusions (e) with no internalization. (f) Isolated beads
decorated by cadherin fragments.
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ARTICLE Il: TYPE I vS TYPE |l CADHERINS
all cadherins do not bind through the same adhesive

interface
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L’adhésion cellule-cellule par les cadhérines joue un réle primordial des les premiers
stades du développement embryonnaire, puis plus tard dans le maintien de 1’architecture
tissulaire. En effet, les cadhérines établissent des contacts sélectifs conduisant a la ségrégation
cellulaire ; dans certaines pathologies comme le cancer, les changements de leur expression
("cadherin switching") sont corrélés a des modifications de phénotype (transition épithélio-
mésenchymateuse). Le changement d’expression de la E-cadhérine en faveur dela N-
cadhérine ou de la cadhérine-11 joue un réle trés important dans le caractere invasif des
métastases de nombreux cancers épithéliaux, comme ceux de la prostate, du sein ou de
I’estomac (Chu et al, 2008; Shibata et al, 1996; Tamura et al, 2008). Les cellules utilisent
alors ces nouveaux systemes adhésifs pour coloniser d’autres tissus. Ceci a été trés récemment
décrit dans le cancer de la prostate, ou les cellules épithéliales, qui expriment initialement la

E-cadhérine, migrent vers les os avec I’expression de la cadhérine-11 (Chu et al, 2008).

Les cadhérines de type I sont les mieux connues. De nombreuses informations sont
maintenant disponibles sur leur mécanisme d’interaction. Nous avons vu précédemment le
role primordial du Trp2, impliqué a la fois dans I’initiation et dans la stabilité¢ de 1’échange de

brin B conduisant au contact adhésif entre cadhérines.

Les cadhérines de type Il sont beaucoup moins étudiées. Elles possédent des
homologies de séquences avec les cadhérines de type I, notamment le Trp2 et d’autres résidus
nécessaires a 1’échange de brin B (Posy et al, 2008). La cristallographie par RX de trois
cadhérines de type II ainsi que I’étude par RMN de la cadhérine-8 suggeérent que la
dimérisation des cadhérines de type II se fait de fagon similaire par échange de brin § avec
insertion des chaines latérales des Trp2 et 4 dans la poche hydrophobe de la molécule
partenaire (Miloushev et al, 2008; Patel et al, 2006). Cependant, des études comparatives sur
les différences d’énergie d’adhésion entre cadhérines de type | et de type Il donnent des
résultats controversés, peut-étre dus aux différentes techniques et aux divers couples de
cadhérines testés (Chu et al, 2006; Katsamba et al, 2009).

Il n’y a néanmoins aucune étude qui, & ma connaissance, ait identifié les éléments
structuraux importants dans la dynamique de I’échange de brin 3, a 1’échelle de la molécule
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unique, pour les cadhérines de type Il. Dans cette étude, nous avons, par chambre a flux
laminaire, comparé la E-cadhérine et la cadhérine-11.

Cette étude comparative, faite avec la méme approche expérimentale, nous a permis de
mettre en évidence que la différence réside essentiellement dans la capacité a initier les
interactions. Nous avons ensuite recherché les éléments structuraux qui participent a
I’interface adhésive de la cadhérine-11, décrite par la cristallographie (Patel et al, 2006). Ces
auteurs ont attribué aux Trp2 et 4 le role majeur dans la dynamique d’échange de brin 3,
comme pour les cadhérines de type I. Grace a la biologie moléculaire qui nous a permis
d’introduire des modifications ponctuelles dans la séquence protéique, nous avons montré que
les Trp2 et 4 n’ont pas I’influence attendue ; leur mutation en Ala ne modifie pas de maniére
significative la cinétique d’adhésion de la cadhérine-11. En revanche, les études structurales
décrivent une surface adhésive plus étendue pour les cadhérines de type Il, impliquant des
résidus majoritairement hydrophobes. Nos données mettent en évidence le r6le majeur de
cette partie de l’interface adhésive : la mutation de 2 résidus dans cette zone réduit
considérablement 1’efficacité de liaison, a I’échelle de la molécule unique et dans les
interactions bille-cellule. Les cadhérines de type | et de type Il ne semblent donc pas partager

le méme mécanisme d’interaction.
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Introduction

Classical cadherins participate in cell-cell contacts, especially in specific cell adhesion
mechanisms mediated by highly homophilic interactions which define cell-cell selectivity.
These cell surface receptors are crucial for tissue morphogenesis, and they participate in the
maintenance of tissue architecture (Gumbiner, 2005; Takeichi, 1991). E(epithelial)-cadherin
(type 1), localized on the basolateral membrane of polarized epithelial cells, is highly
concentrated to adherens junctions (AJ) and its gene is amongst the tumor suppressors (Jeanes
et al, 2008). Most human cancers are of epithelial origin, and the loss of E-cadherin is often
correlated to invasive phenotype. Cadherin-11 (type II) is expressed on cellular’s of motile
phenotype such as myofibroblasts (Hinz et al, 2004), or neurons during neurite outgrowth
(Boscher & Mege, 2008). Recently, cadherin-11 has been also shown to promote invasiveness
of tumoral cell lines through epithelial-mesenchymental transition, and is involved in
metastasis progression towards bones in prostate cancer (Chu et al, 2008).

Classical type I and type Il cadherins are transmembrane glycoproteins. They comprise an
extracellular domain, a single-pass transmembrane domain and an intracellular domain which
interacts with the cytoskeleton via (- and y-catenins respectively (Patel et al, 2003b). Their
ectodomains consist of five modules (EC1 to EC5) of ~100 amino acids each with internal
sequence homology. Cadherins are known to achieve their biological functions in the
presence of calcium (Ozawa et al, 1990a; Takeichi, 1991). Indeed, 3 calcium ions Ca** bind
between two successive EC modules and rigidify the entire ectodomain for achieving its
complete mature folding (Courjean et al, 2008; Pertz et al, 1999b).

Cadherins biological properties must rely at least in part on the extracellular segment where
the first events of protein interactions take place. Structural studies of the extracellular
cadherin segment as well as sequence alignments indicate that each individual repeat EC is
composed of seven anti-parallel B-strands (labelled A to G) arranged as two opposing sheets
(Patel et al, 2003Db).

Crystal structure analyses of classical type | cadherins show that these proteins interact
through their most distal extracellular domain, called EC1 (Boggon et al, 2002; Haussinger et
al, 2004; Shapiro et al, 1995). Trans interactions between the ectodomains were proposed to
imply a domain swapping through the exchange of their Nter B-strand. This p-strand
exchange was observed between E-cadherin two EC12 fragments by x-ray crystallography
and NMR (Haussinger et al, 2004; Parisini et al, 2007) and depends mainly on four conserved
structural features (Posy et al, 2008): i) the Trp2 side chain docks into an hydrophobic pocket
intramolecularly or into the partner molecule, in a parallel fashion. The Histidine-Alanine-
Valine (HAV) conserved sequence located at the C-terminal region of domain EC1 and
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conserved residues surrounding it contribute to the formation of this hydrophobic pocket
(Blaschuk et al, 1990; Tamura et al, 1998a). The mutation of Trp2 into Ala (W2A) or Ala80
into lle abrogate the adhesive capacity of the protein (Noe et al, 1999; Pertz et al, 1999b) ; ii)
twoo prolines (Pro5-Pro6) are part of the hinge region between the exchanged strand and the
rest of the protein. Generally, Pro residues are known to induce strain in hinge loops
(Bergdoll et al, 1998; Rousseau et al, 2001). The Pro5-Pro6 motif in type I cadherin releases
strain when the -strand is exchanged, which favours dimerization (Parisini et al, 2007); iii)
the Gu89 side chain forms a salt bridge with the charged Nter residue as part of the swapping
interface. Mutations of EC1 that destroy the salt bridge either by replacing Glu89 with Ala or
by extending the N terminus interfere with adhesion (Harrison et al, 2005b) ; iv) the B-strand
exchanged in the EC1 domain is shorter than in other domains. Compared to EC1, EC1-4
have two extra residues in their A strand that form additional hydrogen bonds with the G
strand. EC5 domains appear to have only one extra residue. As a consequence of the longer A
strand, the hinge region in EC2-5 is positioned higher in the structure than in EC1, and forms
a bungle. It is possible that the shorter strand in EC1 destabilized the monomer by inducing
strain in closed conformations, when Trp2 tucks into a pocket into its own monomer (Posy et
al, 2008).

Classical type Il cadherins share sequences homologies with type | cadherins but have two
Trp conserved in second and fourth position (Trp2 et 4). Crystal structure reveal that type Il
cadherins also interact through a B-strand exchange (Patel et al, 2006). Trp 2 and 4 dock into
a large hydrophobic pocket, into the own monomer as well as into the partner molecule.
While in type | cadherins almost the entire adhesive interface is formed from strand swapped
residues, type Il cadherins form a larger interface that includes additional hydrophobic
contacts. Moreover, it should be underlined that some of the structural features that allow the
B-strand exchange in type | cadherins are not conserved in type Il cadherins. Specifically,
type 11 cadherins have no Pro residue in their hinge loop to favour the dimerization.

In a recent study, we probed the role of Trp2 in type | cadherins dynamics (Chevalier et al., in
preparation). We have shown that this residue acts like a feeler, enhancing both the formation
and the stability of the E-cadherin interaction.

Yet, the molecular mechanisms of type Il cadherin ectodomain interactions are still unclear.
Here, we chose cadherin-11 as a prototype of classical type Il cadherin with the goal of
relying structural features to adhesive functions. We used the flow chamber combined with
molecular biology as a powerful molecular approach to probe the dynamics of their 3-strand
exchange, at the single molecule level. Our observations reveal that differences in dynamics

between type | and type Il cadherins stand essentially in the ability to initiate the interaction.
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Moreover, the large hydrophobic adhesive surface is predominant on Trp2 and 4 for the
adhesive trans interaction of type Il cadherins, which suggests for the first time that type | and

type 11 cadherins do not interact through the same mechanism.

Materials and Methods

Protein expression and purification

For chimeric proteins purification, Terrific Broth media cultures of 500 mL containing
50 pg/mL kanamycin were inoculated with transformed colonies picked up from agar plates.
Expression was induced by the addition of IPTG. After 2h, cells were harvested and stored at
-70°C. Cell pellets were resuspended in lysis buffer (4 M urea; 50 mM Na,HPO, pH 7.8;
20 mM Imidazole). The lysate was clarified by centrifugation at 10,000 g for 20 min and the
supernatant incubated for 2 h with Ni**-NTA Superflow (Qiagen). The beads were
extensively washed with lysis buffer and then subjected to stepwise dialysis against PBS.
Cadherin fragments were eluted with 0.25 M imidazole, then dialysed against Hepes 20 mM,
NaCl 150 mM pH 7 using Amicon Ultra 15, cut off 10 kDa (Millipore) in order to remove
Ca*ions.

Protein concentration was determined spectrophotometrically by absorbance measurements at

280 nm. The absorbance coefficient was evaluated on the basis of amino acid composition

using ProtParam tool, provided by ExPaSy web site (http://expasy.ch). Following purification,
proteins purity was checked by SDS-PAGE and by mass spectroscopy.

Trypsin sensitivity

We incubated purified cadherin fragments (~5 pg) with CaCl2 solutions ranging in
concentration from 0.02 to 2 mM in 10 mM Tris (pH 8.0) or with 5 mM EDTA. The protein
solutions were then incubated with 90 units of trypsin-agarose beads (Sigma) in a final
volume of 40 pL for 1 h, at 37 °C, with shaking (400 rpm, Thermomixer Comfort,
Eppendorf). A trypsin inhibitor was added to stop proteolysis (leupeptin hemisulfate, ICN
Biomedicals Inc.). Samples were then analyzed by SDS-PAGE in 15% polyacrylamide gels

and Coomassie blue staining.

Circular Dichroism
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Circular dichroism spectra were recorded at 20 °C in a solution containing 20 mM Hepes and
150 mM NacCl (pH 7), using a Jasco 810 spectropolarimeter with quartz cells with a path
length of 1 mm. The protein concentration was 0.3 mg/mL. Spectroscopic studies of structural
modifications were performed by adding aliquots of a Ca** stock solution to the Ca**-depleted
protein, to a final Ca®* concentration of 1 mM, 5 mM or 10 mM. Spectra were recorded by

subtracting the background due to the buffer signal.

Mass Spectrometry

ESI-ToF mass spectrometry was performed on a Waters LCT Premier instrument in the
positive mode. 20 pL of a 20 pM cadherin solution was extensively washed in
aTrifluoroacetic acid (TFA) 0.1% in water and then directly injected in the mass spectrometer.

Preparation of substrates for the flow chamber experiments

As described previously, streptavidin coated beads (2,8um diameter, 1,3 g/l density,
Dynabeads M280, Dynal) were incubated (~ 8.10% beads/ml) at 37°C for 30 min with 10 pg of
biotinylated rat anti-mouse Ig mAb (Pharmingen) then with 10 pg of mouse anti-histidine
mADb (clone His-1, Sigma). Finally beads were incubated with the recombinant cadherin
fragments, for at least 1h. Prior using in adhesion experiments, beads were washed in 20 mM
Hepes, 150 mM NacCl, pH 7 at room temperature.

Freshly cleaved mica surfaces (Muskovite mica, Metafix, Montdidier, France) were incubated
with ImM NiCl, (Sigma) for 1 min. Cadherin fragments were diluted to the desired coating
concentration in binding buffer (Hepes-NaCl) and deposited on each mica surfaces for 1 h at
room temperature. Surfaces were then washed with Hepes-NaCl. Before use in laminar flow
assays, beads and slides were incubated for 15 min with 1 mM CaCl, in Hepes-NaCl.
Experiments were performed in Hepes-NaCl, with 1 mM CaCl,, BSA 0.2% at room
temperature.

Interaction lifetime measurements were carried out with saturated beads (6900
molecules/um?) and with a binding site density on mica of 50-100 molecules/um?, as
described in a previous work (Perret et al.,, 2002). Such conditions allowed optimal

attachment frequency and unimolecular measurements, as discussed in the results section.

Laminar flow adhesion assays

107



Flow chamber: Chambers were assembled as previously described by applying molecularly
smooth mica sheets against a plexiglas block with a cavity of 0.1 x 6 x 20 mm3 (Satim,
Evenos, France). The chamber was set on the stage of an inverted microscope (Axiovert 135,
Zeiss, Germany) bearing a long-distance 40X dry objective (n.a. 0.55) and a CCD camera
(WV-BP 310/G, Panasonic) connected to a Time Lapse Video Recorder (AG 6730,
Panasonic) and a videotape recorder for delayed analysis. Typically, 1 mL of bead suspension
(10 million/ml) was driven through the chamber with a 5 ml syringe mounted on a syringe
holder (Rasel, Stamford CT, supplied by Bioblock, IllIkirch, France).

Particle tracking: Videotapes were digitized using a Pinnacle’s DV500 PCI card (Pinnacle
Systems, Inc, Chatillon, France). The movies were exported in sequences of numbered files.
Then, a 20 millisecond time resolution was obtained by separating the interlaced fields
forming each image. Bead trajectories were recorded using the Metamorph tracking option
(Universal Imaging Corp.). Pixel size was 0.37 um. On each field, the sphere centre of gravity
was determined with 0.040 um accuracy. Also, the trajectories were checked to detect
artefactual events such as sphere collisions or doublet formation. In a typical experiment,
about 1500-2500 particle trajectories were recorded, amounting to about 500000-1000000

events, defined as sets of three parameters: time, x and y coordinates of the sphere centre.

Analysis: As described previously, particle trajectories and arrests were analyzed by custom
made software (Chevalier et al., in preparation). Detachment curves were obtained by plotting
the number of particles remaining bound versus time. We were thus able to determine the
characteristic duration of interactions. Experimental unbinding plots were then fitted to
theoretical curves according to the following two-step model of bond formation with a ¥ test:

Binding frequency was used to reflect the binding efficiency; it was thus determined by
dividing the number of arrest a time t=0s (obtained by extrapolation using the best fit of the
detachment curves) by the total duration of motion of particles.

The global efficiency was used to reflect both initiation and stability of interactions. It was
determined by dividing the number of stable arrests (arbitrary chosen > 1s) by the total

duration of motion of particles.

Cell/Beads aggregation essays
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Neutravidin coated fluorescent beads (1 pum diameter, 10 g/L density, FluoSphere, Molecular
Probes) were incubated (~ 2.10" beads/mL) at 37°C for 30 min with 10 pg of biotinylated rat
anti-mouse Ig mAb (Pharmingen) then with 10 pg of mouse anti-histidine mAb (clone His-1,
Sigma). Finally beads were incubated with the recombinant cadherin fragments, for 1 h. Prior

using in adhesion experiments, beads were washed three times in DMEM.

The albino mouse fibroblastic cell line Balb/c 3T3 was kindly provided by Dr. L. Raptis
(Kingston, ON Canada). Cells were grown in DMEM culture medium completed with SVF.
Cells were incubated at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO; in air. 50.10° beads were
incubated on cells during 1 h, then washed with PBS and fixed in 4% formaldehyde in PBS
for 20 minutes and washed with PBS. Cells were then photographed then beads and cells were
scored. The results of this bead-cell adhesion assay were evaluated as the relative number of
each type of bound beads.

Results

Characterization of the cadherin fragments

Type Il cadherin trans interaction strongly depends on a salt bridge between Glu 87 and the
end terminal end (Patel et al, 2006). As suggested by Harrison and al. (Harrison et al, 2005b),
an additional residue at the N-terminal is sufficient, by disruption of this salt bridge, to
perturb the B-strand exchange and disturb the adhesive interaction. Protein expression in E.
Coli usually introduces a additional Met at the N-ter end. In some proteins, when the
penultimate amino acid is a Gly, the N-ter Met is excised in the bacteria, by the methionyl-
aminopeptidase (Bradshaw et al, 1998; Frottin et al, 2006; Hirel et al, 1989). In our case, the
cadherin-11 fragment has indeed a Gly in this position of the sequence, and E. Coli
expression of this fragment should occur with the correct native terminal end. We checked the
correct processing of the recombinant proteins by mass spectrometry and indeed as shown in
Figure 2a & 2b, our fragments had the correct expected mass (calculating from the native
sequence, using the ProtParam tool from the ExPaSy web site, www.expasy.ch).

Cadherins are known to resist to trypsin digestion in the presence of calcium, and as recently
shown the E/EC12 fragment is protected up to 0.05 mM Ca*" concentration (Courjean et al,
2008). Type Il cadherins behave slightly differently, and not surprisingly cadherin-11
11/EC12 and 11/W24A fragments resisted, but appeared to be more sensitive to trypsin
digestion (figure 2c & 2d). Cadherin-11 fragments seemed to be protected at 2 mM Ca**, but
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cleaved from 1 mM Ca?* and were completely degraded at 0.2 mM Ca®* (as they were in
control with 5 mM EDTA).

Circular dichroism was used to probe conformational changes of proteins. Type | cadherins
have typical B sheet spectra, and shift of these spectra are observed when calcium is added
(Courjean et al, 2008). Circular dichroism spectra of 11/EC12, 11/W24A and E/EC12
fragments were very similar in shape, displaying a typical cadherin spectrum. We also
observed a slight change in the conformational state upon addition of 1 mM or 5 mM Ca?*;
addition of 10 mM Ca?* led to upper changes.

Altogether, the different recombinant 11/EC12 fragments were correctly cleaved, and folded
according to the criteria defined for type Il cadherins. Indeed, type Il cadherin folding is

known to be less sensitive to calcium fixation than type | cadherins (Heupel et al, 2008).

Flow Chamber experiments
Determination of cadherin surface density

As previously described for E-cadherin (Perret et al, 2002a), unimolecular interactions can be
probed by the flow chamber. We needed to setup the experimental conditions for measuring
cadherin-11 single molecule interactions. We tuned cadherin surface density from 1000
molecules/pm?2 up to 20 molecules/um2. For 100 molecules/um?, detachment rates did not
increase with decreasing surface density of binding site on the floor chamber. This was an
evidence that the arrest were mediated mostly by individual bonds. Due to the high sequence
and structure homologies between 11/EC12 and E/EC12, it was not surprising that the surface

density of both fragments was the same for probing single molecule interactions.

Comparison of cadherin-11 with E-cadherin

Binding frequency:
The laminar flow chamber method allowed us to probe the formation and the stability of
individual trans interaction between cadherin fragments. By measuring the arrest frequency of
coated beads flowing near coated mica surfaces, we were able to quantify the formation
kinetics of this interaction. Although this is not a direct measurement of binding rate (also
called on-rate), theory shows that binding frequency is proportional to on-rate (Pierres et al,
1998b). Then it is possible, by using our different fragments probed in identical conditions, to

consider binding frequency as a quantitative effect of their on-rate. E/EC12 flow chamber
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parameters have been already described (courjean & al.). Briefly, binding frequencies
decrease from 0.023 pm™ at 2 pN to 0.001 pm™ at 13 pN.
11/EC12 had 4 fold smaller binding frequencies. At 2 pN, 11/EC12 bound with a frequency
of 0.006 um™ and fall down until 0.001 pm™ at 6 pN. The increasing shear rate G seemed to
influence arrest frequencies of both 11/EC12 and E/EC12 in a similar way.

Stability:
Binding stability could be quantified from the duration of individual arrests, by plotting the
proportion of detected interactions as a function of time (see Materials and Methods).
11/EC12 detachment curves are not straight lines, showing that the interaction is more
complex than a single state interaction. Detachment curves of the 11/EC12 showed that this
interaction is slightly less stable than for E/EC12. Figure 4b showed the detachment curves at
2 pN, but similar behaviour can be observed for higher forces applied on the beads (not
shown). From 0.5 s to 1 s, detachment curves of the 2 proteins are similar; slight differences
were in the early steps of interactions.
The global efficiency reflects both differences in the initiation and stability of interactions. As
binding frequency differences are more important than stability differences, evolution of the
global efficiencies of the 11/EC12 and E/EC12 fragments were very similar to the evolution
of their binding frequencies. These results all together showed that the main differences
between 11/EC12 and E/EC12 were the initiation of the interaction.

Probing the cadherin-11 trans-interactions
Dissecting cadherin-11 molecular details of interaction

By using 11/W24A fragments, we could probe the role of these amino acids in the cadherin-
11 interaction. As suggested by Patel & al. (Patel et al, 2006), these two amino acids involved
in the beta strand exchange are essential for achieving type Il cadherin trans interaction.
W24A mutation increased very slightly the initiation of the interaction and didn’t change the
stability of interaction. As a results global efficiency were very similar between these both
fragments (figure 5). Contrary to type I cadherin, Trp2 and 4 didn’t seem to play a key role in
cadherin-11 interactions. We then probed a third cadherin fragment, with 2 other points
mutations, Phe8 and Illel0 that participate to the extended hydrophobic adhesive surface of
type 1l cadherin, mutated in Ala (2 mut). These mutations almost prevented the formation of
interactions as shown in figure 5a; the binding frequency of 0.0003 pm™ at 2 pN was 20 fold

smaller than for the wild type 11/EC12 fragment. And the global efficiency is also 15 fold
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weaker for this fragment than for the WT. So these amino acids Phe8 and 1le10 are essential
for the trans interactions of type 11 cadherins.

Beads/Cells aggregation essays

Specific recognition of cadherin fragments by cells expressing cadherin-11 molecules was
also investigated. Green fluorescent polystyrene beads decorated with 11/EC12 fragments
were incubated with Balb/c 3T3 cell lines expressing cadherin-11 at their surface, together
with red fluorescent polystyrene beads decorated with either 11/W24A or either 11/2mut
fragments (figure 6). Beads coated with the wild type fragment adhered on cells, as did beads
decorated with 11/W24A. However, beads coated with 11/2mut were not sticking to cells.
Cells recognized the recombinant cadherin-11 fragments that remained their biological
activity. And cells experimental results were in good agreement with flow chamber

experiment assays.

Discussion

The main purpose of this work was to compare type 1l to type | cadherins binding activities,
and to improve important structural features in cadherin type Il dynamics. We choose
cadherin-11 and E-cadherin as prototype of type Il and type | cadherins. The laminar low
chamber has already been used as a powerful tool to probe molecular aspect of type |
cadherins interactions. Crystallographic structure as well as RMN measurement strongly
suggest that type Il cadherins bind through domain swapping mechanism (Miloushev et al,
2008; Patel et al, 2006). Force measurement spectroscopy combine with molecular biology
allowed us to determine the structural component of type 11 cadherins interactions.

Cadherin-11 fragment are correctly expressed

For probing the molecular components of type Il cadherin interaction, we chose to focus on
the two outermost modules of cadherin-11. As it has already been validated for E-cadherin
(Courjean et al, 2008; Perret et al, 2002a), 11/EC12 is the minimal segment to obtain a direct
determination of lifetime of the initial homophilic interaction. Due to the properties of the
adhesive interface, and the importance of Nter processing, it was essential to verify that the
cadherin fragments we were using were correctly expressed and folded. As already

mentioned, a correct native N ter end is required for achieving proper cadherin adhesion
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(Harrison et al, 2005b). We used both mass spectrometry and circular dichroism to show that
we obtained cadherin-11 fragments exhibiting identity with the wild-type sequence as well as
a correct folding. This was also confirmed by trypsin sensitivity depending on calcium

concentrations.

Cadherin-11 EC12 fragments were expressed with a hexahistidine tag at the C ter end. This
tag, which is used to purify the recombinant proteins, is also very conveniently used to
immobilize these fragments in an orientated fashion on substrates for the flow chamber
experiments. We chose to study the association of surface-attached molecules rather than
between soluble molecules thus achieving the molecular configuration occurring in
physiological conditions. Experimental conditions have then be determined in order to probe
unimolecular measurements, as it has already been described for E-cadherin (Perret et al,
2002a).

E-cadherin and cadherin-11 have different dynamics parameters

To our knowledge, no direct comparison between cadherin-11 and E-cadherin dynamics at the
molecular level has been described yet. It appears indeed that differences may arise from the
technical approach used, as well as cell types, cadherin members and numbers of cadherin
molecules involved in the adhesion plaque. Indeed, data coming from AFM measurements
suggest that cadherin-11 bonds are stronger than N-cadherin bonds (Pittet et al, 2008); on the
other hand, dual micropipette experiments show that E-cadherin adheres much strongly than
cadherin-7 (Chu et al, 2008).

For probing 11/EC12 recombinant fragment, we use the laminar flow chamber, in the same
experimental conditions as to probe E/EC12 (Chevalier et al., in preparation). We could
therefore directly compare the behaviour of these two proteins. As shown in figure 3c,
binding efficiency is much lower for the 11/EC12 fragment than for E/EC12; this difference is
mostly due to differences in binding frequencies. This result is coherent with the phenotype of
cells expressing these cadherins. Indeed, epithelial cells expressing E-cadherin exhibit a
strong adhesion ability and are very cohesive; whereas cells expressing cadherin-11 are more

motile and may have an invasive phenotype.

The B-strand exchange is not involved in cadherin-11 binding activity
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In a previous work, mutation of Trp with Ala was used to probe the role of Trp2 into cadherin
type I interaction, (Chevalier et al., in preparation). These studies described the Trp2 acting as

a molecular hook, enhancing both the initiation and the stability of the interaction.

In order to decipher the contribution of the two Trp2&4 in the B-strand exchange of type II
cadherins, we expressed the 11/EC12 fragment with these two Trp mutated into Ala
(11/W24A). Surprisingly, no differences were observed (figure 4). Indeed, binding frequency
is a little bit higher without Trp, and the stability is exactly the same for 11/EC12 and
11/W24A. The flow chamber analysis was indeed sensitive enough to reveal differences for
the W2A mutation of E-cadherin, but did not show difference with type Il cadherins. These
observations strongly suggested that the involvement of p-strand exchange in the

establishment of the adhesive interface may be different in type | and type Il cadherins.

Type | and type Il cadherins do not share the same adhesive interface

In order to identify the key residues driving the adhesive interaction in type Il cadherins, we
performed other structural modifications in the protein sequence using point mutation
changes. Indeed, structural images of type Il cadherins reveal an extended hydrophobic region
in the adhesive interface involving the entire Nter b-strand (Patel et al, 2006). In this adhesive
interface, Phe8 occupies a pocket formed partially by Gly22 and Tyr20 in the partner
molecule; similarly 1le10 fills a pocket formed by Tyr13 and Leul9. Such interactions have
not been described in type | cadherin structures. So we decided to mutate Phe8 and Ile10 with
Ala into the 11/EC12 fragment (11/2mut) then probed its behaviour in flow chamber assays.
As shown in figure 5, these two mutations fully abolished the adhesive interaction. Cell-beads

adhesion assays validated the observations made at the molecular level.

This extended interaction zone appeared to be essential for cadherin-11 dimerization and not
the B-strand exchange. This difference may come from the dynamics of the Nter b-strand: the
presence of only one Trp (type 1) vs 2 Trp (type Il) could provide a higher mobility of this
strand in type | cadherins, and a better ability for solvant exposure when only one Trp2 is
present. Altogether these results suggested a new mechanism for interaction for type Il

cadherins.

Altogether, these structure-function study strongly suggests a different mechanism of

interaction between type | and type Il cadherins. We found that the B-strand exchange does
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not seem to participate in the dynamics of homophilic type Il cadherins interactions, but an
extended region of hydrophobic interactions described by Patel et al. (Patel et al, 2006)

seemed to be the main structure involved.
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FIGURES LEGENDS:

Figure 1: Structures of type | and type Il cadherin (a,b) (a) Crystallographic structure of
the binding interface of the E-cadherin (PDB 2072) (Parisini et al, 2007). (b) Magnification
of EC1 domains suggest that B-strand exchange and docking of Trp2 in the partner
hydrophobic pocket are required for trans-interaction of type | cadherins. (c,d) (c)
Crystallographic structure of the binding interface of the cadherin-11 (PDB 2A4E) (Patel et
al, 2006). (d) Magnification of EC1 domains suggest that §-strand exchange and docking of
Trp2 and 4 in the large hydrophobic pocket of the partner molecule, as well as additional

hydrophobic contacts, are required for trans-interaction of type Il cadherins.

Figures 2: Characterization of the cadherins fragments (a,b) Mass spectrometry of the
11/EC12 (a) and 11/W24A (b) fragments. Theoretical mass calculated using ProtParam were
25348 Da for 11/EC12 and 25232,9 Da for 11/W24A. Our measurements are in good
agrement with these values. (c,d) Influence of Ca?* on the biochemical properties of 11/EC12

(c) and 11/W24A (d), as assessed by assays of trypsin sensitivity. Proteins were incubated
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with trypsin in the presence of various concentrations of Ca** for 1 h at 37 °C. They were then
analyzed by SDS—PAGE in 15% acrylamide gels. Lane T corresponds to the protein
incubated without trypsin. (e,f) Circular dichroism of 11/EC12 (e) and 11/W24A (f)
fragments. Spectra are characteristics of B-sheet folding, and the modification of mean molar
residue ellipticity by addition of calcium is typical of cadherin folded fragments (Courjean et
al, 2008).

Figure 3: Unimolecular experimental condition. Mica surfaces were coated with various
density of 11/EC12 fragment, and used for dynamic study of interaction. (a) Binding
frequencies decreased when cadherin site density decrease. (b) At high density (1000
cadherins/pum?), stable arrests were observed, corresponding to multiple binding interactions.
At cadherin site density of 100 cadherins/um?2 or less, dissociation rate was constant,

indicating measurements of interactions between single 11/EC12 fragments.

Figure 4. Comparison of the Kkinetics between E-cadherin and cadherin-11 (a) E/EC12
fragment exhibits four fold higher binding frequencies than E/W2A.. Decrease of the binding
frequency of E/EC12 and E/W2A is linear when shear rate increases. Binding of the T/EC12
does not resist to force. (b) Detachment curves at 2 pN: E/EC12 interaction is more stable
than 11/EC12. (c) Global efficiency, that reflects both the initiation and the stability of
interaction, displays the same evolution that binding frequency ; the main difference between
E/EC12 and 11/EC12 is the ability to initiate the interaction.

Figure 5: Structural determinants of the adhesive interface of cadherin-11 (a) Binding
frequency of 11/EC12 fragments compare to 11/W24A fragments suggests that Trp2 and 4 do
not interfere in the initiation of the adhesive interactions. Mutation of Phe8 and 1le10 into Ala
almost prevent the initiation of interaction. (b) 11/EC12 fragment and 11/W24A fragment
have the same stability. (c) Global efficiencies suggest that Trp2 and 4 point mutation into
Ala have no significant influence on cadheri-11 adhesive activity. Phe8 and 1le1l0 are

important for this interaction.

Figure 6: Agregation beads assay on BalbC 3T3 cells (a,c) Brightfield microscopy of
BalbC 3T3 cells, expressing cadherin-11 at the plasma membrane. Cells were incubated with
green-fluorescent beads, coated with 11/EC12 fragments, and with red-fluorescent beads,
coated with 11/W24A fragments (b) or 11/2mut fragments (d). 11/W24A coated beads remain

adherent as 11/2mut beads do not, confirming the flow chamber experimental results.
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ARTICLE Il1: SURFACES COVALENTLY COVERED WITH
E-CADHERIN TO IMPROVE CELL ADHESION EVENTS
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L’assemblage des jonctions adhérentes, I’activation de diverses voies de signalisation
et le comportement cellulaire qui en résulte sont dépendants de I’organisation des récepteurs
adhésifs a la membrane. Ceci a été extrémement documenté pour les interactions cellule-
matrice extracellulaire. En particulier, de trés élégants travaux des groupes de Ingber et
Withesides il y a une quinzaine d’années ont révélé les relations entre dimensions et nature de
la surface d’attachement avec la différenciation cellulaire des hépatocytes. La
fonctionnalisation des surfaces par la fibronectine a permis de décrypter la complexité des
interactions cellule-matrice extracellulaire (MEC) et des échafaudages moléculaires qui sont
mis en place (Xia et al, 2008). L’organisation des protéines de la MEC en filots de tailles
variables réorganise le cytosquelette, et la cellule adapte sa morphologie selon la nature des
contacts. De méme, sur des surfaces décorées de N-cadherine, la cellule répond par la
réorganisation des complexes cadhérines-caténines, la polymérisation de 1’actine par
activation de la voie PI3-kinase-Racl, et I’extension de lamillipodes (Gavard et al, 2004).
Plus récemment, des surfaces décorées de fragments de E-cadhérine (E/EC12) ont permis de
montrer I’activation d’un facteur de transcription, Stat3, sensible a la présence du Trp2
(Arulanandam et al., 2009). Cette derniére étude souligne la complexité de la réponse
cellulaire, et décrit les modulations de ces voies de signalisation en fonction de la maturation

des jonctions.

Dans le but de mieux comprendre les processus de maturation des jonctions
adhérentes, notre objectif est de préparer des surfaces biomimétiques avec un espacement
contrdlé des molécules sur ces surfaces. La premiere étape pour la confection de substrats
modeles a été de mettre au point un protocole simple, rapide, et bon marché pour immobiliser
de maniére orientée et covalente les protéines sur des surfaces. Cette étude a été réalisée en
collaboration avec le laboratoire du Dr J. de la Fuente (INA, Saragosse, Espagne) ou j’ai eu
I’opportunité de passer 2 mois (octobre et novembre 2008) pour mettre au point cette chimie

de surface.

Chaque étape du processus a eté contrblée par XPS (X-ray Photoelectron
Spectrometry). L’efficacit¢ de fixation a ¢été montrée par microscopie confocale a

fluorescence. Enfin par microscopie a force atomique (collaboration avec Dr M. Luna,

127



Madrid), nous avons imagé les surfaces fonctionnalisées, quantifié le recouvrement de 80%

de la surface par les cadhérines et confirmé la nature covalente de la liaison.

Les fragments protéiques, aprés ce greffage, restent biologiquement actifs ; en effet, le
comportement de cellules sur ces surfaces a été¢ analysé. L’¢tude de la morphologie de ces
cellules en microscopie électronique a balayage montre que leur étalement dépend de la
nature de la surface. Les images par microscopie confocale révélent une organisation du

cytosquelette typique de I’interaction cadhérine.

Cette méthode de greffage pourra étre exploitée pour différentes protéines. Par ailleurs
la nécessité d’immobiliser les protéines de maniére covalente et orientée est intéressante pour
étudier I’adhésion, mais aussi pour le développement de biomatériaux stables, de biopuces, de
biopiles, etc... C’est dans ce contexte que cette ¢tude fait 1’objet d’un dépdt de brevet
actuellement en cours d’étude. Le manuscrit sera soumis pour publication des que les
démarches en cours pour dépdt de brevet déposées auprés des services de valorisation du

CNRS et de I’Université de Saragosse le permettront.
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ABSTRACT : This paper describes a novel method for the biofunctionalization of glass
surfaces with polyhistidine tagged proteins. The innovation of this methodology consists in
the covalent binding between the nitrilotriacetic acid (NTA) moiety and the proteins, ensuring
the orientation and stability of the recombinant proteins on NTA-covered surfaces. In this
work, as C-terminal poly-histidine tagged cadherin extracellular fragments have been used,
this methodology guarantees the right orientation of the proteins for mimicking cell plasma
membranes. These biofunctionalized surfaces have been characterized by confocal
microscopy, X-ray photoelectron spectroscopy, contact angle and atomic force microscopy,
showing a high density of the cadherins on the glass surface and the stability of the linkage.
The so prepared materials exhibited a high tendency to promote cell spreading, demonstrating
the functionality of the protein and the high utility of these biomaterials to promote cell
adhesion events. This method, which allows the robust immobilization of polyhistidine tagged
proteins with a defined orientation, may find particular usefulness in the making of protein
biochips, for analysis of protein-protein interactions as well as structural and single-molecule

studies.

KEYWORDS: Cadherin, Surface Modification, Biofunctionalization, Protein, Cell Adhesion
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Introduction

Biofunctional surfaces are extensively used in therapeutics and diagnostics for cell-based
assays (Falconnet et al, 2006; Geiger et al, 2009), tissue-engineering applications(Curtis &
Riehle, 2001; Lutolf & Hubbell, 2005), biosensor developments (Jonkheijm et al, 2008; Wong
et al, 2009), bioelectronics, and, more generally, for medical devices (Bettinger et al, 2009;
Jonkheijm et al, 2008; Wong et al, 2009). The ideal biofunctional surface should be easy to
prepare, characterize, amenable to design, biocompatible and efficient. In this regard, the
incorporation of relevant biomolecules have been already reported going from proteins (Thery
et al, 2005), peptides (Perret et al, 2002c), carbohydrates (Fuss et al, 2008; Schatz et al, 2009),
oligonucleotides (Weisbrod & Marx, 2008), and others (de la Fuente et al, 2006; Song et al,
2009). Several strategies have been followed for the chemical modification of these
biomaterials. Different approaches can be used to immobilize biomolecules, using covalent or
noncovalent chemistry- However, both approaches have advantages and disadvantages.
Covalent binding ensures a strong linkage between the biomolecules and the surface, however
it requires the surface modification and it does not generally guarantee the right orientation of
the biomolecules for complex molecules such as proteins. Such chemical binding of
unmodified proteins most often leads to random orientation of the proteins onto reactive
surfaces. On the other hand, unspecific adsorption constitutes a simple strategy for the
biofunctionalization of surfaces, but it constitutes a binding very dependent of the media
conditions (pH, ionic strength, temperature, etc.). Moreover, such uncontrolled interactions

often induce protein unfolding and thus a decrease in activity.

The study of cell adhesion to biomaterials is a very important topic in tissue engineering. The
interactions of cells with materials modulate the cellular response to implanted devices as
well as cell culture supports (Chen et al, 1998; Stevens & George, 2005). Controlling cell
adhesion on polymeric materials is a key issue for biomaterials. Biochemical data highlight
the necessity of extracellular matrix (ECM) proteins in promoting cell adhesion through
specific interactions. Cells, via integrins, bind to specific amino acid sequences on ECM
proteins (RGD) present in fibronectin, vitronectin, and thrombospondin. These proteins
provide an attachment network for the adhesion and growth of specific cells in vivo.
Furthermore, cadherins are also involved in cell-cell adhesion events. Classical cadherins are
transmembrane glycoproteins involved in controlling the specificity, organization and
dynamics of cell adhesion, which is crucial for the development and maintenance of tissue
architecture and function (Hartsock & Nelson, 2008; Larue et al, 1996a; Nishimura &
Takeichi, 2009). Cadherins interact with other cell surface cadherins on neighbouring cells

through their extracellular subdomain repeats (EC1 to EC5) (Patel et al, 2003b; Perret et al,
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2002a; Perret et al, 2004). Their adhesive engagement initiates intracellular signals ranging
from cytoskeletal organization to cell polarity, proliferation, or apoptosis that are
communicated through the conserved cadherin tail domain to cytoplasmic pathways
(Charrasse et al, 2002; Hartsock & Nelson, 2008; van Roy & Berx, 2008). The role of
adhesion forces in the signalling process is yet to be understood due to the difficulty in the
interpretation of biological responses involving dynamic and complex multi-molecular
organizations (Thiery, 2003). On the biomaterial surfaces in vitro, the same mechanisms also
apply. When foreign materials come into contact with body fluid or cell culture medium, the
initial response is protein adsorption at the materials’ surfaces. Thus, the materials interact
with the cells through the adsorbed protein layer. The composition and structure of this
protein layer play critical roles in determining subsequent cell behaviors (Arulanandam et al,
2009; Dupin et al, 2009; Ganz et al, 2006; Ostuni et al, 2009).

We describe in this paper an efficient, simple and straightforward procedure to prepare as a
model system functionalized surfaces with cadherins. The developed protocol uses modified
cadherin fragments with a poly-histidine tail at the C-terminal end of the proteins and
silanized surfaces incorporating a metal chelator complex such as nitrilotriacetic acid (NTA)
molecules. A two steps protocol has been developed. First, the chelation of the polyhistidine
tails to the Ni**- NTA residues located at the surfaces through its high binding affinity will
ensure a right orientation of the proteins incorporated to the surface. However, the poly-
histidine-NTA interaction is highly dependent on pH, ionic strength and other media
condition (Crowe et al, 1994; Schmitt et al, 1993). To guarantee a stable linkage to the
surface, a second step has been proposed by an amide formation between amino groups from
the histidine lateral chains and the carboxylated groups presented in the NTA. The so
prepared biofunctional surfaces have been characterized by fluorescent microscopy, contact
angle measurements and XPS. In AFM studies the stability of the protein immobilization
process was Visualized at the single-molecule level in height of the covering layer. These
surfaces have also been proven as excellent adhesive platforms for cells presenting cadherins
on their surfaces, confirming their potential capabilities as biomaterials to study cadherin-
cadherin interactions using cellular models. Indeed, the total control over the orientation of
the immobilized proteins on such surfaces without affecting their conformation and function
optimizes the accessibility of proteins’ active site. Because the polyhistidine tag is one of the
most generically used affinity tag for ease of purification, this method provides the basis for
numerous further applications for studies focusing on research targets at single-molecule

levels and for nanobiotechnology. The homogeneous orientation and distribution of
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immobilized proteins demonstrates the high quality of the designed surface and qualify its
application in nano-scaled protein chip architectures.

Experimental section

Materials

Water used in the described reactions and for cleaning was obtained from a water purification
system, MILLI-Q A10 from Millipore.

For the activation of glass supports, sulfuric acid (ACS reagent, 95-98%) and hydrogen

peroxide (30%) were purchased from Sigma-Aldrich.

For  the functionalization of  glass supports  with NTA-NH, (3-
Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane (>98%),  N-(5-Amino-1-carboxypentyl)iminodiacetic
acid (>97%, TLC), dry toluene (99,8%), sodium carbonate (>99%) and sodium bicarbonate
(99,7%) were purchased from Sigma-Aldrich.

For protein immobilization, nickel II chloride hexahydrate, Hepes (>99,5%), N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride crystalline, imidazole (ACS
reagent, >99%) were purchased from Sigma-Aldrich. N-Hydroxysuccinimide (>97%) was
purchased from Fluka. Sodium chloride (ultrapure, 5M) was purchased from Gibco.

Ethylenediaminetetraacetic (EDTA, >99%) was purchased from Panreac.

For scanning electron microscopy, glutaraldehyde (25% in water) and hexamethyldisilazane
(HDMS, >99%) were purchased from Sigma-Aldrich. Sodium cacodylate and osmium
tetroxyde were purchased from Agar Scientific. Tannic acid was purchased from Fluka.
Methanol (Spectranal, >99,9%) was purchased from Riedel-de Haén. Uranyl acetate was

purchased from Eloise SARL.

For immunocytochemistry, formaldehyde, Triton X-100 and bovin serum albumin (BSA)
were purchased from Sigma-Aldrich. Monoclonal anti-E-cadherin antibodies were purchased

from BD Biosciences. Mouse anti-beta-catenin was purchased from Interchim.

All the chemicals were used as received.

Activation of Glass Supports
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Glass supports were cleaned with piranha solution (H,SO,4 and 30% H,O,, 3:1) for 30 min at
room temperature (RT). The slides were then rinsed several times with milli-Q water and

dried under nitrogen.

Functionalization of Glass Supports with N-(5-Amino-1-carboxypentyl)iminodiacetic
acid (NTA-NH,)

A 2% solution of 3-(2,3-epoxypropoxy) propyltrimethoxysilane in dry toluene was added
overnight (ON) at RT onto the activated glass supports. After washing extensively with
toluene and 10mM carbonate buffer pH 10.8, glass supports were incubated ON at RT with
25 mM NTA-NH; in carbonate buffer pH 10.8. The supports were then washed and dried.

Expression and Purification of the Hexahistidine Tagged cadherin fragments (E/EC12)

The mouse E-Cadherin extracellular fragment (MIEGR-E/EC12) corresponding to the two
outermost cadherin modules bearing a C-terminal hexahistidine tag was produced as already
described (Courjean et al, 2008). Briefly, the IEGR sequence was introduced in the plasmid
construct of the cadherin fragment, in order to obtain the correctly cleaved cadherin fragment
at the N-ter end. For production of this chimeric protein, 500 mL of Terrific Broth
supplemented with 50 pg/mL kanamycin was inoculated with a transformed colony and
protein synthesis induced by IPTG. Cell pellet was resuspended in lysis buffer [4 M urea, 50
mM Na,HPO, (pH 7.8), 20 mM imidazole, and 20 mM beta-mercaptoethanol]. The resulting
lysate was cleared by centrifugation, and the supernatant was incubated for 2 h with Ni-NTA
Superflow agarose resin beads (Qiagen). The beads were then thoroughly washed and
subjected to stepwise dialysis against PBS. Factor Xa protease (Qiagen) digestion of MIEGR-
E/EC12 was performed for 60 h at 16 °C and stopped by removing the enzyme with Xa
Removal Resin (Qiagen). Finally the resulting E/EC12 fragments was then dialyzed against
20 mM Hepes and 150 mM NaCl (pH 7.0) in order to remove Ca®* ions and the cleaved
peptide. Protein purity was checked by SDS-PAGE, Western blotting and mass spectrometry

(not shown).

Protein immobilization
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The NTA-surfaces were then loaded with 100 mM NiCl;, in aqueous solution to form the
complexation environment for the hexahistidine motif. The cadherin fragment (0.1 mg/ml)
was incubated at RT for 1 h and the surfaces were then extensively washed with 150mM
NaCl, 20mM Hepes (pH 7.0).

Cadherin fragments were conjugated to the glass supports by cross-linking carboxyl groups of
NTA to amino groups of the proteins, mediated by 50mM EDC, 75mM NHS, 20mM Hepes,
(pH 7.0) solution, for 45 min at RT.

Non-covalently linked proteins were eluted by 1M Imidazole, 10mM EDTA in 150mM NaCl
Hepes 20mM (pH 7.5). Samples were extensively rinsed with 150mM NaCl, 20mM Hepes
(pH 7.0).

Contact Angle Measurements

The contact angle measurements were carried out using an easy drop commercial instrument
(Kriuss, Germany). MilliQ water (3 pL) was added onto each surfaces using a Hamilton
syringe at 25°C. Three measurements were done per sample and the contact angle was

calculated using the Sessile Drop Fitting Method.

X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS)

XPS measurements were made using an ESCALAB 220-iXL spectrometer (Thermo-Electron,
VG Company). Photoemission was stimulated by monochromatized Al Ka radiation
(1486.6eV). An area of about 150um diameter was analyzed for each sample. Surveys and
high-resolution spectra were recorded and then fitted with the Avantage processing program

provided by ThermoFisher Scientific.

AFM characterization

The Atomic Force Microscopy analysis was performed using a commercial instrument

(www.nanotec.es) operated in dynamic mode in liquid (PBS+Ca** or milli-Q H,0). To

characterize the samples with covalently bound cadherins we used cantilevers with a nominal

force constant of 2.8 N/m (www.nanosensors.com). To be able to image the proteins in the
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samples that cadherins were not covalently bound to the surface we needed softer cantilevers
with a force constant of 0.03 N/m (BioLevers, www.olympus.com).

Cell culture

The normal mouse mammary epithelial cell line HC11 has been described (Wojcik et al,
2006) and was kindly provided by Dr. L. Raptis (Kingston, ON Canada). These cells were
used to assay the cell attachment onto cadherin-coated surfaces. Cells were grown in RPMI
(Gibco) supplemented with 10% FCS, 100 U/ml penicillin G, and 100 mg/ml streptomycin,
insulin, EGF. Cell culture was conducted at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO; in

air.

For cell attachment assay, the cadherin-coated samples were cultured in 24-well tissue-culture
test plates. Cells were seeded on the coated surfaces at a density of 1.2x10° cells/ml and
cultured for up to 2h30. At each culture period (0.5, 1, 1.5 and 2.5 h), samples were taken out

to new tissue-culture plates.

Scanning electron microscopy

Cells were cultured on treated glass coverslips for the indicated periods of time before cells
were washed with cacodylate buffer and fixed with 2.5% glutaraldehyde (Sigma) in 0.1 M
Na cacodylate pH 7.4 for 90 min at 4°C. Samples were then treated with 1% osmium
tetroxide, 1% tannic acid then dehydrated with a series of graded methanol/water baths,
stained in 2% uranyl acetate in 70% methanol before critical-point drying with HMDS. The
samples were sputter coated with gold and observed with a Jeol JSM 6700F Field Emission

Scanning Electron Microscope operated at 5 kV.

Immunocytochemistry

HC11 cells were seeded on coverslips at a subconfluent density and incubated for different
periods of time. Cells were fixed in 4% formaldehyde in PBS for 20 minutes, permeabilized
with 0.2% Triton X-100 in PBS for 5 minutes, washed in PBS, blocked for 10 minutes in PBS
containing 0.2% BSA, and stained with the appropriate antibodies. The cells were incubated
for 1 h with primary antibodies, washed and incubated with secondary antibodies for 1 h.

Monoclonal anti-E-cadherin antibody against the cytoplasmic tail (BD Biosciences) and
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mouse anti-b-catenin (clone 14, Transduction Laboratories, Interchim) were used at a 1:25
and 1:100 dilution respectively made with PBS containing 0,2% BSA. Images were obtained

with a laser-scanning confocal microscope (Leica DMR upright TCS SP2 AOBS).

Results and Discussion

Surface bio-functionalization is a very important and competitive field in biochemistry.
Several routes have been designed for modifying different types of materials and/or linking
bio-macromolecules to these surfaces. However, most of them fail to link these molecules
covalently and in an oriented manner. Here we present a simple glass surface modification,
using the well-known Ni-NTA technology, which for the first time fulfils these double

criteria, and furthermore could be extended to a broad type of different materials.

Glass support modifications with Nitrilotriacetic Acid (NTA)

Glass has been used as model material due to extensive use for cell culture. The first step of
this functionalization was to remove all the organics residues from the glass supports, in order
to correctly graft the epoxysilane on the surface, as described in the Experimental section. As
shown in Scheme 1, a two step method has been used: i) first, coating of the glass support
with 3-(2,3-epoxypropoxy) propyltrimethoxysilane; ii) then linkage, through the epoxy group,
of the (S)-N-(5-Amino-1-carboxypentyl)iminodiacetic acid (NTA-NH,). The grafting of the
epoxysilane was performed with dry toluene to avoid gel formation of the silanes. The epoxy
groups on the surface guarantee an efficient reaction with the amine group of the NTA at
basic pH (10.8). At this pH, the amine of the NTA easily opens the epoxy group in a high
molar ratio. Finally, samples were incubated with a 100mM NiCl, solution to chelate the

metal ion into the NTA moiety.

Contact angle measurements have been carried out to monitorize the functionalization
process. These data can provide useful information about the structure and composition of a
surface by examining their weattability after the different chemical treatments. After cleaning
the glass samples with piranha solution, contact angle changed from 62° to near 0° due to the
appearance of hydroxyl groups on the glass surface using these oxidative conditions. After the
silanization using 3-(2,3-epoxypropoxy) propyltrimethoxysilane, the contact angle changed to
54°, Finally, incorporation of NTA moieties originated the decreasing of the contact angle to
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36° due to the appearance of carboxylic groups on the glass surface, and therefore the increase
of the hydrophilicity of the surface.

Hexahistidine tagged proteins immobilization

A very convenient and common way for purifying recombinant proteins is to modify their
terminal end with a polyhistidine tag, and immobilize them to a Ni-NTA support. We
developed the same strategy for attaching 6xHis cadherins recombinant fragments to glass
supports (figure 1). The orientation of the proteins on the supports will be driven by the
position of the histidine tag in the protein sequence. Cadherins amino groups in the
polyHistidine tag proximity were then crosslinked to the NTA carboxyl groups mediated by
the EDC/NHS, resulting in a simple and novel method for binding 6xHis tagged proteins in an
oriented and covalent manner. An EDTA/Imidazole mixture was used to remove Ni** ions,

and subsequently eliminate the non-covalently linked proteins (figure 2a and b).

In order to check the efficiency of the cadherin binding, we hid half of the glass support with
a fresh and clean piece of polydimethylsiloxane (PDMS). Cadherins fragments were
incubated on the non-hidden part of the supports then the non-covalently linked proteins
eliminated as it was previously described. The protein remaining on the surface was
visualized by immunofluorescence using a fluorescently labelled anti-cadherin antibody and
confocal microscopy. As shown in figure 2c, cadherin fragments were indeed detected only
on half of the glass supports.

XPS analysis was performed to determine the surface elemental composition for each of the
modification steps used in this study. The analysis confirmed the coupling of NTA to the
glass surface (addition of carbon and nitrogen) and the cadherin incorporation (addition of

carbon and nitrogen) (table 1).

Atomic Force Microscopy (AFM) has confirmed the formation of covalent bonds using this
strategy, at the single-molecule level in height of the protein covering layer. Figure 3a shows
an image of the covalently bound cadherins. The surface protein coverage is high (about 80 %
of the surface area) and shows the expected height with respect the Ni?* -NTA surface (8-9
nm) as can be observed in the profile. However, when we tried to image the non-covalently
bound protein sample we always wiped out the protein from the surface even for operation
conditions in which we tip exerted minimum interaction force. We were not able to observe
the protein in the non-covalently bound surface (Figure 3b) until we used a cantilever about
100 times softer than the ones used for the covalent sample. The surface coverage is low
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(about 15%) but the protein height is the expected one (8-9 nm), as it is shown in the profile.
Still, if we increased the tip-sample interaction by just a few percent of the amplitude
reduction we managed to sweep away the protein from the scanning area (dashed square
marked in fig. 3d) as can be observed when a larger zoomed out image is taken (figure 3d).
Images of control samples NTA+Ni (figure 3c) and bare glass slide surface in purified H,O

showed the expected roughness and no agglomerates adsorbed.

Adhesion of cells to bio functionalized glass supports

Cadherins participate in cell-cell contacts, especially in the specific cell adhesion mechanisms
mediated by the highly homophilic interactions they establish and which define cell-cell
selectivity. We choose E-cadherin fragment E/EC12 to cover our glass surfaces and promote

the adhesion of HC11 cells, which also express E-cadherin (Arulanandam et al, 2009).

For this purpose, we seeded HC11 cells, a mouse mammary epithelial cell line, on glass slides
modified or not with our mouse E-cadherin fragments and followed their Kinetics of
attachment from 30 min up to 2h30. We observed by phase contrast microscopy that after 30
minutes, cells seem to gently adhere to the surfaces. Cell density was low at early time points
and increased with time. The attachment of HC11 cells was similar of both surfaces (not
shown), which is most probably due to the dynamic properties of cadherin trans interaction.
Indeed E/EC12 adhesive interactions that last for 0.1s to 1 sec (Perret et al., 2002; 2004) do

not appear to have a major influence on attachment efficiency.

We then investigated the influence of cadherin surfaces on cell spreading. By phase contrast
microscopy we observed that cells plated onto cadherin-decorated glass slides, were mostly
round at early time points then developed membrane extensions with time. These extensions
were clearly less numerous on control NTA-surfaces (nhot shown). To gain information about
these cell-surface contacts, cell morphology was analyzed using Scanning Electron
Microscopy (SEM). After different incubation times, cells were fixed with glutaraldehyde and
treated with contrast agents. As shown in figure 4, analysis at higher magnification revealed
that after 30 min plating on cadherin-coated surfaces, cells begin to establish contacts with
some membrane extensions. After 1 hour incubation, although most cells were still round, we
could also observe that some adhere in a stronger manner on the surfaces. After 1h30 and
2h30 plating, many cells were well spread even though some still exhibited a round shape. As
shown in figure 4, cells responded to our cadherin-decorated surfaces as large membrane

extensions were visible after 2h30, indicating that cells interact strongly with the substrate.
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Cells on control supports without cadherins behave on a different manner. After 2h30, few
cells begin to spread, and most of them showed a round shape. Zoom at higher magnification
shows that cells did not engage significant membrane extension to enhance their adhesiveness

to the surface.

To further analyze the impact of surface functionalization, we used confocal microscopy. We
compared E-cadherin and actin distribution in HC11 cells adherent on surfaces covalently
decorated by cadherin fragments or NTA- surfaces (figure 5). We observed after 1h30 similar
topography as described in the SEM experiments: when the cells are cultured on cadherin
substrates, many HC11 cells were well spread and few still adopt a round shape. On these
spread cells, the distribution of actin cytoskeleton was most dense at the cell periphery
whereas cadherins were more uniformly distributed on the cell surface. On cells attached to
cadherin surfaces and exhibiting a round shape (figure 5b), fluorescent labeling highlighted
that the actin cytoskeleton was characterized by a circular network of filaments surrounding
the nucleus, together with radial fibers directed towards and ending in the edge of the cell, as
already described (Gavard et al, 2004). In the X-Z and Y-Z plans, cadherins were distributed
on the contact area on spread cells, and form clusters on round cells.

As observed by SEM, cells did not spread on substrates with no cadherin functionalization.
Nearly all cells were round with uniform cadherin distribution (figure 5d, e, f). Actin did not
form typical cytoskeleton patterns controlled by cadherins as in figure 5b. Finally, X-Z and
Y-Z sections showed that cadherins have no preferential localization and that actin

distribution is uniform around the cells, delimiting their profiles.

Conclusions

Covalent and oriented attachment of proteins on surfaces is a very challenging field of
biochemistry and cell biology. We have designed a fast and inexpensive method for the
immobilization of oligohistidine tagged proteins by exploiting the high recognition of this
motif to the metal chelator nitrilotriacetic acid (NTA). Our technology could also be adapted
to a broad type of different materials. The use of NTA technology may be extended to any
type of 6xHis tagged proteins, and could be a great development for biochips, biosensors,
substrates for cell adhesion, etc...Most importantly, this method is compatible with a large set
of fusion proteins while maintaining their integrity, native conformation and biological

function. The protein immobilization on the surface is controlled with respect to selectivity:
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indeed the orientation of the biomolecule on the surface is preferentially driven by the
position of the histidine tag.
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Glass Slide 12,4 60,3 0,4

Glass-NTA-EC12
covalent link

Table 1: Average of XPS results. Slides were cleaned, silanized and covered with NTA-NH,.
These surfaces were then biofunctionnalized with hexahistidine-tagged E/EC12 fragments
that were or not covalently linked. Following E/EC12 incubation, surfaces were extensively
washed with [Imidazole 1IM/EDTA 10mM], in order to eliminate non-covalently bound

proteins.

FIGURES LEGENDS

Figure 1: Covalent and oriented crosslinking of Histidine-tagged cadherin fragments onto
NTA surfaces. The C-ter hexaHis-tagged cadherin fragments were first immobilized using the
well known Ni-NTA technology in an orientated manner. Then the proteins were crosslinked
to the carboxylic groups of the NTA moiety, mediated by EDC and NHS.

Figure 2: Immunodetection of covalently linked cadherin fragments onto NTA surfaces.
Confocal microscopy of glass supports either covalently (a) or non-covalently (b) coated with
hexaHistidine-cadherin fragments. Both types of surfaces were treated with imidazole/EDTA
to eliminate non covalently bound proteins. Only covalently immobilized cadherin fragments
remained bound. Finally, glass support covered half with (+) and half without (-) cadherins
(mask was made with polymerized PDMS) indicating the labeling specificity (c). Scale bare =

50um.
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Figure 3: Dynamic Atomic Force Microscopy analysis of surfaces. Images of the
functionalized surfaces were taken under the same buffer conditions (PBS+Ca+Mg). (a) The
coverage of the covalent bound protein is around 80%, with a coverage height of a single
protein (~9 nm), as it is shown in the profile. The coverage of non-covalently bound protein
(b) is about 15%, with a height corresponding also to the one of a single protein. By slightly
increasing the interaction force between tip and sample on the of non-covalently bound
protein sample, the protein is easily swept away, as can be observed in the dashed square
marked in (d) which appears depleted from protein after just one scan under these somewhat
lower amplitude operating conditions. Fig. ¢ shows the surface of a control sample NTA+Ni.

The surface exhibits a flat profile within a few A of height.

Figure 4: Dynamic cell spreading depends on surfaces biofunctionalization. HC11 cells were
plated for different periods of time onto NTA-coated glass slides covalently decorated or not
with cadherin fragments, as indicated on the images. Extent of adhesive contacts was

visualized by scanning electron microscopy.

Figure 5: HC11 cells were allowed to adhere on NTA-coated (d, e, f) or E-cadherin
covalently coated (a, b, ¢) coverslips for 1h30 in the absence of serum to avoid integrins and
growth factor receptors activation. Cells were then fixed, permeabilized then stained for
cadherin (green, a, d), actin (red, b, €) and DNA (blue, c, f in the merge images) and observed
by confocal laser scanning microscopy. On cadherin-surfaces, many cells are well spread and
exhibit a large number of membrane tethers involving cadherin contacts and actin fibers
exhibit the typical radial organization driven by cadherin attachments. Very few contacts are
observed on NTA-surfaces (d, e, f). Corresponding orthogonal sections in the x-z and y-z axis
are shown beside, clearly indicating differences in spreading and height of cells on different

surfaces. Round cells and spread cells are about 13-15 and 6-8 um height respectively. Scale

bar: 15 um.
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Scheme 1
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Figure 31
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Figure 32
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Figure 34
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ARTICLE IV: BEYONG STRUCTURE, TO SURVIVAL:
ACTIVATION OF STAT3 BY CADHERIN ENGAGEMENT
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Une tres abondante littérature décrit les fonctions adhésives les cadhérines, aussi bien
in vivo (Gumbiner, 2005; Takeichi, 1988b), que in vitro au niveau cellulaire (Foty &
Steinberg, 2004) et au niveau moléculaire (Leckband, 2004; Patel et al, 2003b).
L’engagement adhésif des cadhérines, par la mise en place de jonctions cellule-cellule,
contribue a remodeler le cytosquelette d’actine, la morphologie cellulaire et a réguler
différentes voies de signalisation (Arulanandam et al, 2009; Mege et al, 2006; Nelson, 2008;
Philippova et al, 2009; van Roy & Berx, 2008).

Le groupe du Pr L. Raptis avec lequel nous collaborons s’intéresse tout
particulierement au transducteur du signal Stat3 (Signal transducer and activator of
transduction-3) et a montré que son activation était corrélée a la formation de contacts cellule-
cellule. En ensemencant des cellules épithéliales sur des surfaces fonctionnalisées par les
fragments E/EC12 de facon non orientée (via la polylysine et le glutaraldéhyde), les auteurs
ont montré que, méme en absence de contacts cellule-cellule, 1’engagement direct des
cadhérines induit une trés nette augmentation de 1’activation de Stat3, de Rac1/Cdc42 et de la
famille du récepteur de I’IL6 (Arulanandam et al., 2009). Cet effet est inhibé par I’addition de
fragments de cadhérines solubles ou aprés ablation génétique. Cette activation de Stat3
pourrait jouer un rdle dans la survie cellulaire et contribuer a 1’établissement de la polarité

cellulaire.

Le travail présenté ici est une synthése sur 1’état de I’art de I’activation de Stat3 par les

cadhérines.
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Beyond structure to survival: activation of Stat3
by cadherin engagement

Leda Raptis, Rozanne Arulanandam, Adina Vultur, Mulu Geletu, Sebastien
Chevalier, and Helene Feracci

Introduction
Cells in both normal tissues and tumors have extensive

Abstract: Cells in normal tissues or in tumors have extensive opportunities for adhesion to their neighbors and the impor-
tance of cell to cell contact in the study of fundamental cellular processes is beginning to emerge. In this review, we dis-
cuss recent evidence of dramatic changes in the activity of an important signal transducer found to be profoundly affected
by cell to cell adhesion, the signal transducer and activator of transcription-3 (Stat3). Direct cadherin engagement. growth
of cells to postconfluence, or formation of multicellular aggregates were found to induce a striking increase in the levels
of Stat3 activity, Rac1/Cdc42, and members of the IL6 receptor family in different settings. This activation was specific to
Stat3, in that the levels of the extracellular signal regulated kinase (Erk1/2), a signal transducer often coordinately acti-
vated with Stat3 by a number of growth factors or oncogenes, remained unaffected by cell density. Density-dependent
Stat3 activation may play a key role in survival, and could contribute to the establishment of cell polanty. It is clear that
at any given time the total Statd activity levels in a cell are the sum of the effects of bath cell to cell adhesion and the
conventional Statd activating factors present.

Key words: Stat3, E-cadherin, Rac1/Cdc42. signal transduction, cell survival.

Résume : Les cellules des tissus normaux cu tumoraux ont de multiples occasions d’adbérer a leurs voisines et I'impor-
tance des contacts cellulaires dans I'étude des processus cellulaires fondamentaux commence i émerger. Dans cet article
de synthese, nous discutons des preuves des changements dramatiques qui surviennent dans ["activité d’un important trans-
ducteur de signaux profondément affecte par I'adhésion cellulaire, Stat3 (« signal transducer and activator of transcription-
3 »). L'engagement direct des cadhénnes, la croissance des cellules post-confluentes ou la formation d’agrégats multicellu-
laires induisent une augmentation remarquable des niveaux de I'activité de Stat3, de Rac1/Cde42 et de la famille du récep-
teur de I'IL-6, dans différentes conditions. Cette activation était spé&cifique a Stat3, car les niveaux de la kinase Erkl/72 («
extracellular signal regulated kinase »). un transducteur de signaux souvent activé de fagon coordonnées avec Stat3 par
plusicurs facteurs de croissance ou oncogenes, n’étaient pas affectés par la densité cellulaire. Cette activation de

Stat3 dépendante de la densité pourrait jouer un réle clé dans la survie et elle pourrait contribuer a I'établissement de la
polanité cellulaire. De toute fagon, il est clair qu’a n’importe quel moment donné. les niveaux totaux d’activité de Stat3
dans une cellule sont la somme des effets de "adhésion cellule-cellule et de ceux des facteurs conventionnels d’activation
de Stat3 présents.

Mots-cles : Stat3, E<cadbérine, Rac1/Cde42, signaux de transduction, survie cellulaire.

opportunities for adhesion to their neighbors in a three-
dimensional organization, and it has recently become
apparent that in the study of fundamental cellular proc-
esses, such as mitogenesis. survival, or differentiation. it
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is important to take into account the effect of surround-
ing cells. Adhesion is mediated by specific receptors,
which regulate cell architecture as well as intracellular sig-
nalling. Dense cell cultures, albeit only two dimensional,
may in part mimic some of the physiological stress signals
that occur in fast-growing tumors. Indeed, many of the
cells in tumor nests lack direct interaction with surround-
ing connective tissue and may depend on survival signal-
ing generated by cell-cell contacts. Not surprisingly. the
world of cells growing at high densities in two dimensions
is, in some cases. dramatically different from the world of
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cells dividing peacefully at subconfluence, as revealed by
their gene expression patterns. In this review, we aim to
address this issue by focusing on one important signal
transducer found to be profoundly affected by cell density,
the signal transducer and activator of transcription-3
(Stat3), along with some of its partners.

The STAT proteins were initially identified by their abil-
ity to mediate the effects of interferons and other cytokines.
by coupling signalling events at the cell surface with direct
gene regulation. Seven STAT proteins have thus far been
identified, and two of them, Stat3 and Stat5. appear to play
a role in cancer (reviewed in (Yu and Jove 2004)). Stat3 can
be activated by cytokines of the IL6 family, as well as by a
number of polypeptide growth factor receptors with intrinsic
tyrosine kinase activity such as the receptors for PDGF or
EGF, and non-receptor kinases such as Src family members
(Fig. 1A). Like the other STAT proteins, Stat3 is present in
the cytoplasm under basal conditions. Following ligand
stimulation, Stat3 binds to specific phosphotyrosine sequen-
ces of the receptor through its Src homology-2 (SH2) do-
main. and it is phosphorylated by the receptor itself or the
associated Jak or Src kinases on a single phosphotyrosine,
tyr705. This phosphorylation triggers Stat3 dimerization via
reciprocal phosphotyrosine — SH2 domain interactions.
Translocation into the nucleus follows, where Stat3 binds to
a 9 bp sequence in the regulatory region of target genes
(TTCNNNGAA), thereby regulating transcription. Stat3 has
been shown to upregulate genes encoding apoptosis inhibi-
tors such as Bel-xL, Mcl-1, and survivin (Amin et al. 2004
Gritsko et al. 2006). cell-cycle regulators such as cyclin D1
and Myc (Zhang et al. 2003), the cyclin dependent kinase
inhibitor p21CIPWAF (Sipibaldi et al. 2000), the hepatocyte
growth factor (Hung and Elliott 2001), as well as angiogen-
esis inducers such as VEGF (Niu et al. 2002). Although
STAT proteins have been associated with transcriptional ac-
tivation, as indicated by their name, Stat3 can also repress
transcription, e.g.. from the p53 promotor (Niu et al. 2005)
(Fig. 1A).

The activation of Stat3 by growth factors or oncogenes
has been recently reviewed (Yang and Stark 2008: Frank
2007: Germain and Frank 2007). In addition to these mech-
anisms, a novel pathway of Stat3 activation has recently
emerged (Fig. 1B). work from a number of laboratories has
revealed a dramatic increase in Stat3 phosphorylation and
activity with cell density. Cells grown to post-confluence,
or forced to form multicellular aggregates. were found to
display a dramatic increase in Stat3-ptyr705 phosphoryla-
tion, DNA binding. and transcriptional activity (Kreis et al.
2007: Vultur et al. 2004; Onishi et al. 2008: Su et al. 2007;
Steinman et al. 2003). Given the generally accepted positive
role of Stat3 in cell proliferation, the increase in Stat3 activ-
ity post-confluence, when the cells do not divide, was an un-
expected observation. The peak of activation was at
densities beyond 100% confluence, defined as the state
where the whole plate is covered with cells, and it generally
declined slightly at later times, depending on the cells’
growth rate. This activation was specific to Stat3, since the
levels of the extracellular signal regulated kinase (Erkl1/2). a
signal transducer often coordinately activated with Stat3 by
a number of growth factors and oncogenes, remained unaf-
fected by cell density in at least two distinct cellular systems
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(Vultur et al. 2004 Kreis et al. 2007) (Fig. 2). This mecha-
nism of Stat3 activation was found to operate both in normal
fibroblasts (Vultur et al. 2004) or epithelial cells (Arula-
nandam et al. 2009), as well as in neoplastically transformed
cells (Vultur et al. 2005: Steinman et al. 2003; Onishi et al.
2008; Kreis et al. 2007), both in cases where Stat3 plays a
growth stimulatory (Vultur et al. 2004: Arulanandam et al.
2009; Onishi et al. 2008) or a generally inhibitory (Kreis et
al. 2007) role. Certainly, a number of neoplastically trans-
formed cells. such as mouse fibroblasts transformed by vSrc
(Vultur et al. 2004) or by the large tumor antigen of simian
virus 40 (Vultur et al. 2005) do have higher Stat3 activity
levels at all cell densities than their normal counterparts. On
the other hand, certain normal cells like the HaCaT keratino-
cytes have very low levels of Stat3, which increase only
marginally with cell density (Kreis et al. 2007). In any
event, it is clear that at any given time the total Stat3 activ-
ity levels in a cell is the sum of effects of both cell to cell
adhesion and the conventional Stat3 activating factors
present (Fig. 1).

Mechanism of Stat3 activation

Cadherin engagement

Classical cadherins are primary mediators of calcium-
dependent cell interactions in multicellular organisms.
These plasma membrane glycoproteins control the organi-
zation, specificity. and dynamics of cell adhesion, which
are crucial for the development and maintenance of tissue
architecture and function (Takeichi 1995: Larue et al
1996). In mammals. impaired cadherin-mediated adhesion
has been associated with tumor progression and metastasis
in certain systems. Classical cadherins comprise an extrac-
ellular domain, a single-pass transmembrane domain. and
an intracellular domain that interacts with the cytoskeleton
via cytoplasmic proteins (Fig. IB). The ectodomain con-
sists of 5 modules (ECl to ECS) of ~100 amino acids
each with internal sequence homology (Hulpiau and van
Roy 2009). The extracellular segments expressed on the
surface of opposing cells interact in a homophilic manner
to create highly regulated patterns of attachment stabilized
by cytoskeletal elements inside the cells. Their adhesive
engagement initiates intracellular signals ranging from
cytoskeletal organization to cell polarity, proliferation, or
apoptosis that are communicated through the conserved
cadherin tail domain to different cytoplasmic pathways
(Gumbiner 2000; Benjamin and Nelson 2008). Five mem-
bers of type I and 12 members of type II classical cad-
herin subfamilies have been identified. Structural aspects
of the homophilic adhesive interface have been revealed
by X-ray crystallography (Hiussinger et al. 2004 Patel et
al. 2006; Parisini et al. 2007). The adhesive interface
stands exclusively on the ECl module. and consists of
the f-strand exchange of the first §-strand and the dock-
ing of the conserved Trp2 (or Trp4 for type II cadherins)
lateral chain(s) into the hydrophobic pocket of the partner
molecule. Such an interface is an example of three-
dimensional domain swapping. an oligomerization mech-
anism that results in low-affinity binding (Chen et al
2005).

It is widely accepted that calcium is essential for E-
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Fig. 1. (A) Classical model of Stat3 activation: Stat3 (middle panel) is an important point of convergence for signalling pathways often
activated in cancer. Binding of growth factors (a) or cytokines (b) to their receptors results in the activation of the intrinsic receptor
tyrosine-kinase activity. or of receptor-associated kinases such as Jaks or ¢Sre, which may phosphorylate the cytoplasmic tail of the recep-
tor. Cytoplasmic Stat3 then binds to the activated receptor with its SH2 domain, is phosphorylated by the Jak kinases, dimerized through
reciprocal SH2—ptyr interactions, and translocates to the nucleus where it activates transcription of a number of genes involved in cell divi-
sion or survival. Stat3 also downregulates p33 by direct binding to the p53 promotor (Niu et al. 2005). (c) Mutationaly activated Sre. or
other non-receptor tyrosine kinases such as Abl or the breast tumor kinase (Btk) autophosphorylate and activate Stat3 in a similar manner

(Zhang et al. 2000). (B) Cadherin-dependent Stat3 activation. In addition to this classical pathway, engag

of E~<adhenin also activates

Stat3 through an increase in Racl and Cdc42 protein levels and activity (Arulanandam et al. 2000). Activated Racl. in turn, can activate
Stat3 through activation of cytokines of the IL6 family, which possess the common subunit gpl30. Note that this pathway can be entirely
independent of the action of other receptors often activated in cancer, such as the EGFR family, which could perhaps explain why drugs
such as Herceptin are ineffective in a large number of ErbB2-positive breast cancers (Hynes and Lane, 2005; Vogel et al. 2002: Harnes and

Smith, 2002; Cobleigh ct al. 1999),

cadherin-mediated adhesion, which is reversibly abolished
by Calcium chelation (Nose et al. 1988). Calcium is in-
deed required for cadherin structure and, in the presence
of 50 pmol-L-! Ca?*, the extracellular E-cadherin segment
(E/EC15) adopts a 22 nm long protease-resistant. rod-like
shape (Boggon et al. 2002: Pokutta et al. 1994). In the
presence of calcium. a large proportion of the cadherin
module exhibits a p-barrel secondary structure. as re-
vealed by circular dichroism spectroscopy (Koch et al
1997). A recent study (Courjean et al. 2008) showing
that 3 calcium ions exhibit a mean high binding affinity
(20 pymol-L*) to the ECI12 interdomain pocket reinforces
previous data (Alattia et al. 1997). This calcium binding
occurs with a strong cooperativity on the E/ECI2 cad-
herin, and this induces specific changes in its structural
arrangement (Courjean et al. 2008 ).

The binding properties of type I classical cadherins have
been experimentally quantified at the single molecule level
(Perret et al. 2002: Perret et al. 2004: du Roure et al. 2006;
Pierres et al. 2007; Bayas et al. 2006). Two attachment sub-
populations can be clearly distinguished: one group reveal-
ing short apparent lifetimes of engagement from O.1 to 1 s.
and the other revealing exceptionally long apparent lifetimes
from 10% to 10° s when extrapolated to zero force. This sug-
gests multiple functions for cadherins, perhaps providing
distinct properties needed for transient-specific recognition.
as well as stable tissue formation.

Early results indicated that disruption of cell-cell contacts
by calcium chelation through EGTA treatment eliminated
density-dependent Stat3 activation in normal fibroblasts or
breast epithelial cells (Vultur et al. 2004). Conversely.
forced aggregation of cells caused a dramatic increase in
Stat3 activity, indicating that cell to cell contacts trigger
Stat3 activation in these cells. These observations gave the
first indication that cadherins might be responsible for the
increase in Stat3 activity in densely growing cultures. Later
immunolocalisation studies in head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC) cells forming aggregates in suspension
revealed that Stat3—ptyr705, initially present at cell junc-
tions, was localized to the nucleus by 6 h (Onishi et al.
2008). More recently, evidence for E-cadherin involvement
came from results using normal mouse breast epithelial
HCI11 cells, in which inhibition of E-cadherin engagement
with a fragment encompassing the two outermost domains
(E/ECI12 fragment) (Perret et al. 2002). or a peptide that
could block cadherin interactions (SHAVSA, Makagiansar

et al. 2001), inhibited cell to cell adhesion-mediated Stat3
activation. The involvement of E-cadherin was further
shown through the use of E-cadherin knockout embryonal
stem (ES) cells. A definitive demonstration that the Stat3 ac-
tivity increase observed at high densities is a direct effect of
cadherin engagement. rather than a secondary effect of cell
to cell proximity, was offered by functionalizing Petri dishes
with the E/EC12 fragment. Plating HC1 Icells on this coated
surface brought about a dramatic increase in Stat3—ptyr705
levels, whereas the same fragment carrying the W2A point
mutation. which reduces its ability for engagement with
wild-type E-cadherin, had a less pronounced effect (Arula-
nandam et al. 2009). These results clearly demonstrate that
E-cadherin can directly activate Stat3 in the absence of cell
to cell contact.

Further examination of the mechanism of Stat3 activation
by cadherin engagement in HC11 cells revealed a role for
Racl and Cdc42, both of which are Rho family GTPases
(Etienne-Manneville and Hall 2002). In fact, an increase in
Racl and Cdc42 activity was noted as the cells approached
confluence, in agreement with previous data indicating that
cell to cell adhesion activates Racl and Cdc42 (Noren et al.
2001; Fukuyama et al. 2006: Nakagawa et al. 2001: Kim et
al. 2000). Unexpectedly, we also found a dramatic increase
in the total protein levels of Racl and Cdc42 (Arulanandam
et al. 2009), apparently due to inhibition of their proteaso-
mal degradation (Raptis et al.. in preparation) (Lynch et al.
2006), and a corresponding increase in Racl and Cdc42 ac-
tivity. Mutationally activated Racl and Cdc42, on the other
hand, have been independently demonstrated to activate
Stat3 (Debidda et al. 2005: Farugi et al. 2001). Moreover,
Racl and Cdc42 were found to be required for Stat3 activa-
tion following cadherin engagement. as shown by Racl and
Cdc42 downregulation through siRNA expression or phar-
macological inhibition (Arulanandam et al. 2009). The
above data taken together indicate that Racl and Cdc42 are
integral components of the pathway leading to Stat3 activa-
tion by cadherin engagement.

Autocrine secretion of interleukin-6 family cytokines
Early results have demonstrated that Stat3 can be acti-
vated by a number of growth factor and cytokine receptors.
The question therefore arose as to the nature of the recep-
tor(s) responsible for Stat3-tyr705 activation following cad-
herin engagement In fact, examination of gene expression
levels for 86 cytokines by quantitative RT-PCR in HCI11
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cells revealed that high density per se induces a dramatic in-
crease in the mRNA levels of a number of cytokines of the
interleukin-6 (IL6) family. such as IL6, IL27, and the leuke-
mia inhibitory factor (Arulanandam et al. 2009). Further-
more, downregulation of gpl30, the common subunit of
cytokines of this family, prevented density-mediated Stat3

158

Apoplosis

activation, indicating that the cell to cell adhesion-dependent
activation of the IL6-receptor family is responsible for the
increase in Stat3 activity. It is certainly possible that recep-
tors other than the IL6 family may also be activated, and
might also contribute to the increase in Stat3 activity in-
crease, but the demonstration of the important role of gp130
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Fig. 2. Cell to cell adhesion causes a dramatic increase in the levels
and activity of Racl. followed by Stat3 phosphorylation. HC11
normal mouse breast epithelial cells were grown to different densi-
ties as indicated. Levels of active Racl-GTP were measured by as-
sessing Racl binding to its effector, p21 (B). Detergent lysates
were also probed for tatal Racl (C). Stat3-ptyr705 (A). phospho-
Erk1/2 (D). and Hsp90 (E) as a loading control. as indicated. Nete
the dramatic increase in Stat3-ptyr703 (A, lanes 4-5), which is
preceded by an increase in total as well as active Racl protein (B,
lanes 2-3).
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explains earlier findings indicating that inhibition of EGFR.
IGFR, Fer, or the Src family in mouse epithelial cells or fi-
broblasts does not affect density-dependent Stat3 activation
(Vultur et al. 2004: Steinman et al. 2003). It is interesting
to note that the EGFR independence could perhaps explain
why inhibition of members of this family of receptors (e.g..
ErbB2) has been ineffective in a large number of ErbB2-
positive cancers (Hynes and Lane 2005: Vogel et al. 2002:
Harries and Smith 2002; Cobleigh et al. 1999). On the other
hand. E-cadherin turns on IL6 transcription, therefore it acti-
vates JAK through IL6-R autocrine signalling (Fischer and
Hilfiker-Kleiner 2008).

Although cadherin engagement is necessary to induce the
expression of cytokine genes in HCII1 cells, a number of
cell types, such as a panel of HNSCC lines, secrete IL6 irre-
spective of cell density (Sriuranpong et al. 2003). This could
contribute to the increase in Stat3 activity observed in dense
cultures, simply due to the greater cellular proximity and
higher IL6 concentration. Still. in HNSCC cells. cadherin
engagement also plays a role, perhaps by facilitating auto-
crine/paracrine effects (Onishi et al. 2008). Similarly. the
late-stage melanoma line Wm9 showed a pronounced cell-
density dependent Stat3 activation caused by IL6 secretion
(Kreis et al. 2007). In other melanoma lines, however (Kreis
et al. 2007), or in the Madin-Darby canine kidney line (Su
et al. 2007). although cell density did induce a potent Stat3
activation, no autocrine effects were noted. The nature of

5

the kinase(s) responsible for Stat3, ptyr705 phosphorylation
in these cases remains to be investigated.

The autocrine model of Stat3 activation leaves one re-
maining mystery: the IL6 receptor family invariably acti-
vates a number of other pathways. such as Erk1/2 (Fischer
and Hilfiker-Kleiner 2008). It therefore came as a surprise
that cadherin engagement did not cause any increase in
Erk1/2 activity in either epithelial cells, fibroblasts, or mela-
noma lines (Vultur et al. 2004: Arulanandam et al. 2009;
Kreis et al. 2007). To solve this apparent paradox, HC1I
cells were grown to different densities and stimulated with
IL6. Indeed, IL6. although able to activate Erk in subconflu-
ent cultures, was found unable to do so once cells reach
confluence, despite Stat3 still being activated (Arulanandam
et al. 2009). This could not have been due to a general in-
ability of the cells to activate Erk in this setting. since con-
fluent cells did respond to EGF with Erk activation
(Arulanandam et al).® It is possible that IL6-associated
phosphatases that are specific for Erk are activated at high
cell densities, or that other adaptors required for Erk activa-
tion by IL6. or phosphorylation of IL6-R sites, are downre-
gulated after cadherin engagement. In any event, these
results further demonstrate that, despite these two pathways
often both being activated by growth factors or oncogenes,
they are not coordinately regulated by cadherin engagement.

Functional consequences of Stat3 activation

Survival vs. proliferation

The biological consequences of Stat3 activation in conflu-
ent vs. sparsely growing. mouse epithelial or fibroblast cul-
tures were examined by downregulating Stat3 activity using
a variety of methods. such as electroporation of peptides or
peptidomimetics to block the Stat3 SH2 domain. or through
treatment with two platinum compound inhibitors (Turkson
et al. 2004: Turkson et al. 2004). The results demonstrated
a profound difference in the effect of Stat3 inhibition in
sparsely growing vs. confluent cells. Although Stat3 levels
are very low in normal mouse NIH 3T3 fibroblasts grown
to a low confluence, Stat3 inhibition does cause growth re-
tardation. indicating a role for Stat3 in cell proliferation in
this setting. In contrast, in densely growing normal cells,
Stat3 inhibition induced apoptosis. Similarly, although Stat3
inhibition in vSrc-transformed or breast carcinoma cells
caused apoptosis even at subconfluence, the degree of apop-
tosis was much greater in post-confluent cultures (Anagnos-
topoulou et al. 2006). In the same vein, inhibition of E-
cadherin engagement using the E/ECI2 fragment. the
SHAVSA peptide. or genetic ablation, which abolished
density-mediated Stat3 activation, induced apoptosis in
HC11 or ES cells. respectively (Arulanandam et al. 2009).
The observation that Stat3 inhibition in densely growing,
normal cells promotes apoptosis points to the possibility
that the increased Stat3 activity may reflect a protective sur-
vival mechanism that is engaged as cells reach confluence.
Indeed. this increase. which peaks after confluence when
cells are growth arrested and entering apoptosis, may repre-
sent a futile attempt by the cell to overcome apoptotic death.
The fact that cadherins can perform this function by activat-

2 X. Arulanandam, XXXXXXXXXX. Manuscript in preparation.
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ing two distinct Rho family GTPases in an apparently redun-
dant fashion, in both epithelial cells and fibroblasts and in at
least two mammalian species. points to a potentially impor-
tant role of this pathway in survival signalling.

A critical role for IL6 signalling in activating Stat3 and
promoting malignancy has been demonstrated in a number
of cancers (Catlett-Falcone et al. 1999; Lou et al. 2000:
Berishaj et al. 2007). However, the IL6 effect on melanoma
cells is more complex. In normal melanocytes and early
stage melanoma cells, such as A375 (Kortylewski et al.
1999: Schick et al. 2004). IL6 and other members of this
family. such as oncostatin M, inhibit proliferation. In con-
trast, IL6 signalling serves as an autocrine growth-promoting
factor for advanced, metastatic stages of melanoma in vivo
and in cell lines derived from advanced stage lesions (Lazar-
Molndr et al. 2000: Lu et al. 1996). Stat3 seems to be impli-
cated in both pathways (Kortylewski et al. 1999: Niu et al.
2002). Examination of a panel of melanoma lines revealed
the presence of significant levels of Stat3 activity in most
but not all lines examined, which increased with cell den-
sity. while primary melanocytes (NHEM). primary dermal
fibroblasts (NHDF212) or the keratinocyte line HaCaT dis-
played very low levels at all densities. It is interesting to
note in this context that the late-stage metastatic melanoma
line Wm9 shows pronounced. density-dependent Stat3 acti-
vation, at least in part caused by autocrine secretion of IL6,
whereas Wm35 cells, an early-stage line derived from the
same patient, has little Stat3 activity. However, despite the
elevated Stat3-ptyr705 levels. which further increased with
density, Stat3 activation was not sufficient to provide critical
growth and survival signals to the melanoma cell lines
(Kreis et al. 2007), indicating a profound difference in the
signalling involved. compared with mouse or human epithe-
lial cells. fibroblasts, or breast carcinoma lines (Vultur et al.
2004: Arulanandam et al. 2009).

Epithelial cell differentiation

Cultured Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells con-
stitute a widely used model of epithelial cell differentiation.
These cells are able to form domes. that is multicellular
hemicyst structures unique to cultured. polarized epithelia.
These occur in small areas at confluence and mimic the on-
set of differentiation of an epithelial monolayer (Valentich
et al. 1979; Shlyonsky et al. 2005). The dome is formed as
a result of liquid accumulation between the cell and the
underlying support, due to the coordinated development of
cell-cell contacts and of transepithelial transport systems in
morphologically polarized cells (Shlyonsky et al. 2005: Mis-
feldt et al. 1976; Cereijido et al. 1978). Examination of
Stat3 activity levels in MDCK cells revealed a dramatic in-
crease with density and dome formation. Moreover. dome
formation was promoted by expression of the constitutively
active form. Stat3C. and inhibited by the dominant-negative
mutant, Stat3D. Further examination of the role of Stat3 re-
vealed that the expression of the transepithelial transporter.
sodium-hydrogen exchanger-3 (NHE3) increased during
dome formation and was specifically upregulated by Stat3C
and inhibited by Stat3D (Su et al. 2007). It was further
shown that. although the NHE3 promotor does not possess
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conventional Stat3 binding sites, the Stat3 activation in-
duced by confluence regulates NHE3 transcription by re-
cruiting spl and sp3 transcription factors to the proximal
NHE3 promotor region during dome formation (Su et al
2009). These results indicate that although Stat3 has prolif-
eration and survival capabilities. under conditions of conflu-
ence it can also promote cell polarity and differentiation of
epithelial cells.

In conclusion, the importance of the examination of pro-
tein interactions at high cell densities is just beginning to
emerge. Since the increase in Stat3 activity with cell density
was first reported, a number of other genes besides Jakl,
Racl/Cdc42, p27. and p21°PWAF (Steinman et al. 2003)
were found to be upregulated under conditions of extensive
cell to cell adhesion, such as connexin-43 (Geletu et al.
2009) and others (Raptis et al.?). It is especially interesting
in this context that Stat3 levels in normal mouse breast lu-
minal epithelial cells where E-cadherin is engaged were
found to be high. thus revealing a distinct comrelation in the
state of these molecular markers in HC11 cells growing to
high, but not low, densities with the same type of cell in
vivo (Arulanandam et al. 2009). The relevance of cell inter-
actions observed in densely growing cultured cells to the in
vivo situation is further stressed by findings demonstrating a
close correspondence of genes expressed specifically in the
prostate carcinoma line, LNCaP, cultured to high densities
with genes associated with prostate cancer in vivo (Chen et
al. 2006). The fact that these genes were different from
genes identified in LNCaP cells grown under log-phase con-
ditions further stresses the importance of the examination of
signalling pathways in densely growing cells. It is interest-
ing to note that maintenance of cadherin-mediated cell-cell
interaction not only promotes cell survival. but enhances re-
sistance to chemotherapeutic agents as well (Nakamura et al.
2003), a finding that could have significant therapeutic im-
plications.
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De nombreux récepteurs exprimés au niveau de la membrane plasmique permettent
aux cellules de percevoir leur environnement. Certains de ces récepteurs ont des propriétés
adhésives qui contribuent & la structuration et la cohésion des tissus. Parmi ces molécules, les
cadhérines ont un role décisif au cours du développement embryonnaire dans le tri et la
différenciation cellulaire, et aussi a 1’age adulte dans la stabilisation des tissus. En particulier
la E-cadhérine a une part active dans ’initiation des jonctions intercellulaires et participe au
maintien des épithéliums. Si I’implication des cadhérines dans ces diverses activités
biologiques est clairement établie, les mécanismes moléculaires qui permettent de réaliser ces

fonctions est encore mal connu.

La fagon dont les cadhérines interagissent est a I’heure actuelle toujours sujet a débats.
De nombreux points restent & éclaircir : I’existence au sein du segment extracellulaire d’une
ou plusieurs interfaces adhésives, I’implication d’autres domaines au dela du domaine EC1,
les éléments structuraux intervenant dans la spécificité des interactions, la nécessité ou non de
dimeéres paralleles préétablis pour que les contacts adhésifs se réalisent, la régulation de la

réponse cellulaire, etc...

Au début de ce travail, nous avons pensé que la complexité des interactions ne pouvait
étre decryptée sans des informations complémentaires sur la dynamique de formation des
dimeéres adhésifs. En effet, quatre interactions ont été décrites le long du segment
extracellulaire, dont deux sont clairement réalisées au niveau de I’extrémité N-ter (EC12) de
la molécule (Perret et al., 2002 ; Perret et al., 2004 ; Bayas et al., 2006 ; du Roure et al.,
2006). Les données structurales, multiples, ont progressivement évolué et il est maintenant
admis que les cadhérines classiques de type I, au niveau du module EC1, interagissent par
échange de brin B (Chen et al., 2005). Néanmoins, a la lumiere de ces informations, il est
difficile de comprendre comment des interactions entre cadhérines classiques de type I, de
type II et desmosomales peuvent étre spécifiques malgré la présence d’homologies au niveau
des éléments structuraux constituant 1’interface adhésive. Il nous a semblé essentiel de définir
le role de certains acides aminés dans I’interaction adhésive. C’est avec cet objectif que nous
avons comparé les paramétres dynamiques d’interaction, a 1’échelle d’une paire adhésive

individuelle, des segments EC12 de la E-cadhérine (type 1) et de la cadhérine-11 (type II).
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Notre premicre ¢étude, centrée sur I'interface adhésive des cadhérines de type I, a
permis de mieux caractériser le role du Trp2, et d’apporter des informations nouvelles
concernant les interactions entre molécules de E-cadhérine. Ce résidu est essentiel pour la
fonctionnalité adhésive des cadhérines, a la fois in vitro et in vivo. La chaine latérale du Trp2,
visualisée dans une poche hydrophobe au niveau du module EC1 soit en intramoléculaire soit
de fagon intermoléculaire, fait partie de 1’échange de brin 3. Nous avons montré que ce résidu
favorise non seulement la stabilité mais aussi la formation de la liaison ; il semble agir comme
un « hamecon moléculaire », explorant I’environnement pour essentiellement jouer sur la
premiére étape d’un processus en deux temps. Le Trp2 est un acide aminé conservé parmi les
cadhérines classiques et desmosomales. On peut donc supposer que [’initiation de
I’interaction entre molécules de cadhérines est un processus conservé. Par contre, la
spécificité d’interaction (homophilie) pourrait venir de 1’ajustement de 1’interface adhésive et
donc jouer dans un deuxiéme temps, comme ceci a déja été suggéré (Perret et al., 2002 ; Chen
et al., 2005).

La caractérisation structurale des dimeéres adhésifs a été essentiellement faite par des
mesures a 1’équilibre (RX, RMN), qui informent sur les états les plus stables, a savoir
I’échange des deux brins dans une conformation symétrique. L’approche que nous avons
choisie —chambre a flux laminaire- permet de sonder la dynamique de formation et de
dissociation d’une interaction a 1’échelle de la liaison unique. De fagon trés intéressante, par
le confinement des molécules sur les deux surfaces de la chambre, cette approche permet
éventuellement d’influer sur le chemin réactionnel d’une interaction asymétrique. Cette étude
a ainsi permis pour la premiére fois de caractériser un intermédiaire réactionnel et de montrer
que I’échange de brin B se fait de facon séquentielle, dissymétrique: I’interaction est initi¢e
par une seule des deux molécules. Une telle interaction asymétrique pourrait intervenir soit
pour consolider !’interface adhésive soit pour former des diméres cis et conduire a des
arrangements moléculaires complexes, comme décrits au sein des desmosomes (He et al.,
2002). La mise en évidence de cet intermédiaire réactionnel n’impliquant qu’un seul Trp2,
fournit une base moléculaire pour rendre compte a la fois de la plasticité et de la stabilité des

jonctions adhérentes.

Notre seconde étude compare les paramétres cinétiques des cadhérines de type | et de
type 1. Les images de cristallographie RX montrent que la surface adhésive des cadhérines de
type Il est formée par échange de brin B incluant les Trp2 et 4 ainsi qu’une zone
supplémentaire par rapport aux cadhérines de type I, principalement formee de résidus
hydrophobes. En comparant les parametres cinétiques a 1’échelle de la molécule unique, nous

avons pu montrer que les cadhérines E- et -11 ont des efficacités adhésives nettement
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différentes, mais surtout la principale différence porte sur I’initiation de I’interaction. De
facon tres inattendue, les Trp2 et 4 des cadhérines des types Il ne semblent pas jouer le méme
role que dans les cadhérines de type I. En effet, leur mutation ne modifie pas
significativement 1’interaction ; c¢’est en mutant les acides aminés de la zone hydrophobe
étendue de I’interface adhésive que 1’on perturbe 1’interaction. Il apparait donc que 1’interface
adhésive des cadhérines de type II, plus structurée, mette plus de temps a s’ajuster que celle

des cadhérines de type I.

Nous avons ensuite développé une chimie de surface innovante, permettant d’orienter
les fragments de cadhérines a la fois de maniere orientée et covalente. Cette
biofonctionnalisation peut étre facilement transposable a d’autres protéines possédant un
motif hexahistidine, et fait ’objet d’un dépdt de brevet. Ce travail préliminaire sera poursuivi
apres cette thése par la mise au point de surfaces modeles présentant une organisation
micro/nanocontrélée des protéines afin de mimer les différentes étapes de maturation des
jonctions adhérentes. Ceci nous aidera a comprendre 1’influence de la topographie des
cadhérines sur le comportement cellulaire. La derniéere partie présente la synthese des travaux
montrant que I’engagement direct de la E-cadhérine intervient sur ’activation et la régulation
d’un facteur de transcription, Stat3, et sur la survie cellulaire. Les signaux intracellulaires des
cellules devront étre étudiés pour étre corrélés a la géométrie des cadhérines sur les surfaces

biomimétiques.

L’ensemble de ce travail a consisté a étudier les propriétés dynamiques a 1’échelle de
la molécule unique des cadhérines de type | et de type Il. Nous avons ainsi pu déterminer le
role de certains acides aminés tres conservés au sein de ces familles de cadhérines, et mettre
en évidence un mécanisme d’interaction différent pour ces deux types de cadhérines. Cette
étude des relations structure-fonction des cadhérines, devrait aboutir sur la compréhension des
phénomenes collectifs des cadhérines, a la surface des cellules. En effet, dans le contexte
cellulaire, les propriétés des cadhérines sont modulées par 1’action de divers partenaires
membranaires ou/et cytoplasmiques. Le niveau d’expression a la surface cellulaire, le
recrutement dans la zone de contact, le renforcement par 1’actine et I’activation de voies de
signalisation contribuent a la mise en place des jonctions adhérentes. A plus long terme, il
sera intéressant de relier les propriétés structurales des divers constituants de ces jonctions
avec la dynamique des différentes interactions au sein de ces échafaudages moléculaires pour

les intégrer et mieux comprendre le comportement cellulaire.
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