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La lactadhérine est une glycoprotéine
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Son role physiologique reste obscur.
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Pour étayer cette hypotheése, nous
avons analysé, dans un premier temps,
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Figure 1. Réle de la lactadhérine dans le processus de néovascularisation. A. A gauche : PCR représentative du niveau d’expression de la lactadhé-
rine et de son homologue Del-1 dans I’aorte de souris, le muscle squelettique (muscle) et les cellules dendritiques (CD, témoin positif). Au milieu :
Western blot représentatif de la quantité de lactadhérine dans I’aorte de souris (exo : exosomes qui expriment un fort taux de lactadhérine). A
droite : images représentatives de coupes de muscle gastrocnemius de souris hybridées avec un anticorps dirigé contre la lactadhérine, montrant
une expression vasculaire et interstitielle de la lactadhérine. B. Quantification du nombre de cellules exprimant le marqueur de cellules endothé-
liales CD31 dans le Matrigel traité ou non avec du VEGF et injecté dans le dos de souris témoins (traitées ou pas par un anticorps neutralisant dirigé

contre la lactadhérine, a-Lac) ou de souris déficientes en lactadhérine (Lacta™~).*** p < 0,01 versus témoin ; T p < 0,01 versus VEGF. C. A gauche,
évaluation de la densité vasculaire, 21 jours apres I'ischémie, dans le membre inférieur de souris traitées ou non avec du VEGF et un sérum dirigé
contre la lactadhérine (sérum a-Lac), des IgG purifiées dirigées contre la lactadhérine (IgG ou-Lac) ou des IgG témoins (IgG cont, dirigées contre
la thrombospondine-1, un marqueur des cellules endothéliales). A droite, évaluation de la densité vasculaire, 21 jours aprés I'ischémie, dans le

membre inférieur de souris témoins (WT) ou déficientes en lactadhérine (lacta™") traitées ou non avec du VEGF. ** < p<0,01; t p<0,05.
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Nous avons alors développé un certain
nombres d’outils (anticorps neutralisants
dirigés contre les formes humaine et murine

et avons créé une lignée de souris défi-
cientes pour la lactadhérine, afin d’analy-
ser I'implication de cette molécule dans le

de la lactadhérine, protéine recombinante)  développement des néovaisseaux.

A B

200

Score angiographique
L5 xx

*%

Isch/Nisch

Nombre de cellules adhérentes
(% du contrdle)

0 Cont LacS LacF VEGF

rhlacta — 4+ + + 250 1
anti-owB3 — - &+ - =
anti-ovB5 — — - & —
anti-fl - - — - 4

+

—
o o
o o

—
o
o

P-AKT/AKT
(% du contrdle

p-AKT

AKT — —————

o
=)

Cont rhlLacta thuctu rhlacta thact(

Actine

Anti- avBZ Anti- OLVBS Anti- [31

Avec VEGF Sans VEGF

VEGF-R2

-
ey

Pas de phoiphorylutmn P

pp
v

Phénotype angiogénique

Pas
d’activation
de la voie
VEGFR2

Phénotype angiogénique

de néov la-

risation. A. Evaluation de la densité vasculaire, 21 jours apres I'ischémie, dans le membre inférieur

Figure 2. La lactadhérine interagit avec l'intégrine avf33 pour activer le pr

de souris témoins traitées ou non avec un plasmide vide (Cont) ou codant pour la forme courte
de la lactadérine (Lac S), sa forme longue (Lac F) ou le VEGF (VEGF). **p<0,01 versus témoin. B.
Quantification du nombre de cellules endothéliales humaines (HUVEC) qui adhérent sur la lac-
tadhérine (rhLacta) ou sur une forme mutée de la lactadhérine (rhlactaRGE) en présence ou en
I'absence d’un anticorps neutralisant dirigé contre I'intégrine Bl (Lacta + Antipl), I'intégrine
ovP3 (Lacta + AntiovB3) ou intégrine avPB5 (Lacta + Antiovf35), et, enfin, en présence du pep-
tide GRGD (Lacta+GRGD). Tt p < 0,001 versus rhLacta. C. Images représentatives et quantification
du niveau de phospho-AKT et d’AKT dans des cellules endothéliales humaines (HUVEC) traitées ou
non avec de la protéine recombinante lactadhérine (rhLacta) et un anticorps neutralisant dirigé
contre I'intégrine B1 (rhLacta+Antif1), I'intégrine avB3 (rhLacta+Antiov33) ou Pintégrine a5
(Lacta+rhAntiow5). ** p < 0,01 versus témoins ; tp<0,05; tp < 0,01 versus rhLacta. D. Mécanisme
d’action de la lactadhérine. €n présence de VEGF, la phosphorylation de son récepteur, le VEGF-R2,
permet la formation d’un complexe trimoléculaire VEGF-R2/lactadhérine/intégrine avf3 qui initie
le processus angiogénique. €n 'absence de VEGF, la lactadhérine, en interagissant directement avec

Pintégrine o33, est capable d’initier le développement de nouveaux vaisseaux sanguins.

M/S n° 8-9, vol. 21, aolit-septembre 2005

Réle de la lactadhérine dans
’angiogenése induite par le VEGF

Dans un premier temps, son potentiel pro-
angiogénique a été testé dans un modele
d’angiogeneése in vivo, le Matrigel. Le VEGF
induit une forte infiltration de cellules,
essentiellement de type endothélial, dans
le Matrigel. Nous avons montré que I'uti-
lisation d’un anticorps anti-lactadhérine
ou de souris déficientes en lactadhérine
atténue totalement I'effet pro-angiogé-
nique du VEGF (Figure 1B).

Réle de la lactadhérine dans la
néovascularisation post-ischémique
induite par le VEGF

Nous avons également évalué le role de
la lactadhérine dans un modéle patho-
logique d’ischémie du membre inférieur
chez la souris. Dans ce contexte égale-
ment, l'utilisation d’un anticorps anti-
lactadhérine ou de souris déficientes
en lactadhérine démontre que I'acti-
vation du processus de néovasculari-
sation post-ischémique, par le VEGF,
requiert la présence de lactadhérine
(Figure 1C).

Mécanisme d’action de la lactadhérine
Les effets chimiotactiques et mitogéni-
ques du VEGF sont classiquement médiés
par les protéine kinases ERK (extra-
cellular signal-related kinase) et AKT
(sérine/thréonine kinase). Dans le mus-
cle ischémié comme dans des cultures
de cellules endothéliales humaines, il
apparaft que I'effet du VEGF sur la phos-
phorylation d’AKT est bloqué par Iinhi-
bition ou I"absence de lactadhérine.

Stratégie thérapeutique fondée sur la
surexpression de lactadhérine

La lactadhérine étant nécessaire a
I’effet du VEGF, nous avons consi-
déré que cette molécule pourrait avoir
un effet thérapeutique dans le trai-
tement des maladies ischémiques.
Nous avons développé des plasmi-
des codant pour la forme longue ou
courte de la lactadhérine et démontré
que I'administration, par la méthode
d’électro-transfert in vivo, de lacta-



dhérine, en I'absence de VEGF exogene,
induit une forte néovascularisation
dans le membre inférieur ischémié des
souris traitées (Figure 2A). Cet effet
semble lié a 'activation des intégri-
nes ovP3 et avf5. €n effet, 'adhé-
rence de cellules endothéliales a des
plagues de culture recouvertes de
lactadhérine est bloquée par un anti-
corps anti-avP3 (Figure 2B). De plus,
I’administration de la protéine recom-
binante lactadhérine augmente, en
I’absence de VEGF, la phosphorylation
d’AKT dans des cellules endothéliales
en culture. Or, cet effet est diminué
par I'utilisation d’un anticorps anti-
ovP3 ou anti-ovPB5, démontrant ainsi
que la lactadhérine interagit avec les
intégrines a3 et avP5 pour activer
la protéine kinase AKT, et donc le pro-
cessus angiogénique (Figure 2C).

Discussion

Ce travail démontre pour la premiére
fois que la lactadhérine est exprimée
dans les cellules vasculaires et joue un
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role clé dans la phosphorylation de la
protéine kinase AKT par le VEGF, et par
conséquent dans "effet de ce facteur
de croissance sur le processus de néo-
vascularisation [5]. Ueffet du VEGF
parson récepteur VEGFR2 requiert I’as-
sociation de ce dernier avec I’intégrine
avP3 et I’inhibition de avB3 diminue
I’effet pro-angiogénique du VEGF [6].
Nos résultats démontrent que la lac-
tadhérine est un facteur endogéne
qui, en interagissant avec I’intégrine
ovB3, module la voie de signalisa-
tion dépendante de VEGF/VEGFR2.
L'activation des intégrines, méme en
|’absence de facteurs de croissance,
peut affecter Iangiogenese. Cela a
notamment été démontré pour Del-
1, "analogue de la lactadhérine [3,
4]. De méme, nos travaux prouvent
que la lactadhérine interagit avec les
intégrines a3 et avPB5 et, par un
mécanisme dépendant d’AKT, qu’elle
est capable d’activer le développe-
ment de nouveaux vaisseaux dans un
contexte ischémique en I’absence de

VEGF exogene (Figure 2D). Ainsi, une
stratégie thérapeutique fondée sur la
surexpression de lactadhérine pourraft
étre proposée dans le traitement des
pathologies ischémiques. ¢
Lactadherin promotes VEGF-dependent
neovascularization
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