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Résumé 
L’angiogenèse, caractérisée par la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir 

de vaisseaux préexistants, est un processus accompagné par l’inflammation, 

impliquant la synthèse et la relâche de différents facteurs de croissance par les 

cellules inflammatoires. Parmi ces facteurs, seuls le vascular endothelial growth 

factor (VEGF) et les angiopoïétines (Ang1 et Ang2) peuvent participer à la régulation 

de l’inflammation et de l’angiogenèse.       

 La famille des angiopoïétines comporte quatre membres, desquels l’Ang1 et 

l’Ang2 ont été les plus étudiés. Ces deux médiateurs inflammatoires sont capables 

d’activer le récepteur Tie2, dont l’expression a initialement été rapportée sur les 

cellules endothéliales (CE). Notre laboratoire a été le premier à démontrer 

l’expression de Tie2 à la surface des neutrophiles, ainsi que sa capacité, suite à son 

activation par l’Ang1 ou l’Ang2, à induire la synthèse du facteur d’activation 

plaquettaire (PAF), l’activation de la β2-intégrine, la migration des neutrophiles ainsi 

que leur adhésion aux CE. D’autres études ont montré que les CE emmagasinent et 

relâchent le VEGF et l’Ang2, tandis que les péricytes et les cellules musculaires lisses 

contiennent l’Ang1. Puisque les neutrophiles relâchent le VEGF et que les deux 

angiopoïétines ont la capacité d’activer Tie2 sur ces derniers, nous avons voulu 

déterminer si les neutrophiles contiennent l’Ang1 et/ou l’Ang2 et si elles peuvent être 

relâchées suite à une stimulation avec des agonistes proinflammatoires. Nous avons 

découvert que l’Ang1, mais pas l’Ang2 est présente dans les neutrophiles, et qu’elle 

est relâchée suite à une stimulation au phorbol myristate acetate (PMA). De plus, 

nous avons démontré que l’Ang1 est localisée au niveau du cytosol et que sa relâche 

est calcium-indépendante, contrairement au VEGF, qui est localisé dans les granules 

β et sa relâche est calcium-dépendante. Cette étude démontre pour la première fois 

l’expression et la localisation de l’Ang1 dans les neutrophiles. Une récente étude 

effectuée dans notre laboratoire a démontré que les angiopoïétines induisent la 

migration des neutrophiles en activant le récepteur Tie2 et la voie de la PI3K. De 

plus, les angiopoïétines ont potentialisé la migration induite par l’IL-8. Ainsi, nous 

avons émis l’hypothèse que l’Ang1 et/ou l’Ang2 seraient capables d’induire la 

relâche et/ou la synthèse de l’IL-8 par les neutrophiles. Nous avons démontré pour la 
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première fois, la capacité de l’Ang1 à induire l’expression de l’ARNm, ainsi que la 

synthèse et la relâche d’IL-8 par les neutrophiles. Cependant, un traitement avec 

l’Ang2 seule ou en combinaison avec l’Ang1 n’a eu aucun effet sur les activités 

mentionnées ci-dessus. Nous avons aussi observé que la synthèse et la relâche d’IL-8 

induite par l’Ang1 requièrent la transcription de l’ADN en ARNm, suivie par la 

stabilisation de ce dernier, qui ultimement induit la traduction de l’ARNm de l’IL-8 

en sa protéine. Finalement, nous avons démontré que la stimulation des neutrophiles 

avec l’Ang1 induit ces activités en activant la voie de la p42/44 MAPK, tout en étant 

indépendantes de la p38 MAPK et la PI3K/Akt. Ces résultats sont en lien direct avec 

une récente étude dans laquelle nous avons observé que l’Ang1, mais pas l’Ang2 est 

capable d’augmenter la survie des neutrophiles via la relâche d’IL-8.   

Mots-clés : angiogenèse, inflammation, neutrophiles, interleukine-8, angiopoïétines, 

Tie2 



                                                                                                                                   v                                              

Abstract 
Angiogenesis is known as the formation of new blood vessels from pre-existent ones.  

This process is accompanied by inflammation, which involves the synthesis and 

release of numerous growth factors by inflammatory cells.  Among the growth factors 

involved in these activities, only the vascular endothelial growth factor (VEGF) and 

the angiopoietins (Ang1 and Ang2) can modulate both the inflammatory and the 

angiogenic processes.  

 The angiopoietins family has four fully characterized members, from which 

Ang1 and Ang2 have been the most extensively studied.  Ang1 and Ang2 are both 

capable to activate the receptor Tie2, initially discovered on the endothelial cell (EC) 

surface.  We were the first group to report the expression of Tie2 on neutrophils along 

with its activation by Ang1 and Ang2 which can enhance platelet-activating factor 

(PAF) synthesis, β2-integrin activation, neutrophil migration and adhesion onto EC.  

Other studies have shown that EC have endogenous stores of VEGF and Ang2, 

whereas pericytes and smooth muscle cells contain intracellular pools of Ang1.  Since 

neutrophils can release VEGF and that both angiopoietins can activate Tie2 receptor, 

we wanted to assess if neutrophils contain Ang1 and/or Ang2, and if so, investigate 

their capacity to be released under inflammatory stimuli.  We observed that Ang1, but 

not Ang2, is found in the neutrophils and that it can be only released upon phorbol 

myristate acetate (PMA) stimulation.  Moreover, using the nitrogen sub-cellular 

fractionation technique, we demonstrated that Ang1 is found in the cytosolic fraction 

and its release is calcium-independent, while VEGF is found in β-granules and its 

release is calcium-dependent.  This study demonstrates for the first time the 

expression and release of Ang1 from the neutrophils and its localization in the 

cytosol. 

 In one of our recent studies, we have shown that angiopoietins are capable to 

induce neutrophil migration through Tie2 activation and via the PI3K/Akt signalling 

pathway.  Moreover, both angiopoietins were shown to potentiate IL-8-induced 

neutrophil migration.  Thus, we sought to investigate the capacity of Ang1 and/or 

Ang2 to induce IL-8 synthesis and/or release from human neutrophils.  We 

demonstrated for the first time, the capacity of Ang1 to induce IL-8 mRNA 
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expression, along with its protein synthesis and release from the neutrophils.  

However, a treatment with Ang2, alone or in combination with Ang1, had no effect 

on these aforementioned activities.  We also observed that Ang1-induced IL-8 protein 

synthesis and release requires the transcriptional mechanism from IL-8 DNA to 

mRNA, followed by the mRNA stabilization, which ultimately enhances its 

translation into IL-8 protein.  Finally, we also observed that neutrophil stimulation 

with Ang1 enhances IL-8 mRNA expression, protein synthesis and release by 

activating the p42/44 MAPK signalling pathway, while being independent from p38 

MAPK and PI3K/Akt.  These results are in line with one of our recent studies, in 

which we observed that Ang1, but not Ang2, is capable to enhance neutrophil 

survival, by diminishing their apoptosis through the release of IL-8 by the 

neutrophils. 

Keywords : angiogenesis, inflammation, neutrophils, interleukin-8, angiopoietins, 

Tie2 
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1.0 INTRODUCTION 

 

1.1 L’angiogenèse 

 

1.1.1 L’endothélium : structure et fonctions 

 L’endothélium est une structure composée de cellules endothéliales (CE) 

reliées par une lame basale formée de collagène qui tapisse l’intérieur des vaisseaux 

sanguins, constituant une barrière qui crée une perméabilité sélective entre le sang et 

les tissus. Cette barrière permet, par la coopération entre les CE et la lame basale, un 

échange de substances nutritives tout en empêchant l’entrée de molécules nocives 

dans les tissus. La fonction de coagulation en cas de blessure des vaisseaux sanguins 

est aussi régulée par les CE, qui possèdent des molécules inhibant l’agrégation 

plaquettaire, mais aussi par la lame basale qui, une fois endommagée, favorise la 

coagulation afin d’empêcher le déversement du sang dans la région tissulaire. La 

vasomotricité, qui se définit comme la capacité des vaisseaux sanguins à se contracter 

(vasoconstriction) ou se dilater (vasodilatation), est finement régulée par les CE qui 

envoient des signaux moléculaires aux cellules musculaires lisses (CML) qui y sont 

juxtaposées. De plus, les CE participent au processus inflammatoire, étant impliquées 

dans la formation d’œdème et la transmigration leucocytaire. Finalement, selon le 

stade de développement ou les besoins de l’organisme adulte, l’endothélium agit 

comme une structure dynamique, étant impliqué dans le processus angiogénique1. 

 

1.1.2 L’angiogenèse et la vasculogenèse : définitions et mécanismes 

 L’angiogenèse est le processus par lequel de nouveaux vaisseaux sanguins 

sont formés à partir de vaisseaux préexistants. Ce processus est distinct de la 

vasculogenèse, qui se caractérise par la conception de vaisseaux sanguins de novo à 

l’aide d’hémangioblastes, qui sont des cellules précurseurs se différenciant en 

angioblastes (précurseurs des CE), et de cellules souches hématopoïétiques 

(précurseurs des cellules sanguines)2. Le processus angiogénique débute par une 
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augmentation de la perméabilité vasculaire et est suivi par la déstabilisation des 

vaisseaux sanguins déjà existants, qui est entamée par la dégénérescence des cellules 

murales (péricytes et CML) autour des vaisseaux sanguins établis afin de permettre la 

dégradation de la membrane basale des CE et de la matrice extracellulaire (MEC). 

Par la suite, une nouvelle matrice est remodelée par des protéases spécifiques afin de 

permettre aux CE migrantes de proliférer et de s’y attacher pour développer le 

vaisseau sanguin nouvellement formé3, 4. Suite à la formation de la structure tubulaire 

du vaisseau, de nouvelles cellules murales (péricytes et CML) sont recrutées, 

permettant ainsi la maturation du nouveau vaisseau sanguin. Cependant, en l’absence 

de recrutement des cellules murales, les vaisseaux sanguins juvéniles régressent et 

disparaissent par un processus d’apoptose et de nécrose cellulaire. La base 

moléculaire de l’angiogenèse ne provient pas seulement des CE en prolifération, mais 

également des cellules circulantes (principalement les plaquettes et les neutrophiles) 

qui relâchent de nombreux facteurs de croissance et protéases dans le milieu 

environnant5-7. 

 

1.1.3 L’angiogenèse physiologique et pathologique 

 L’angiogenèse peut être un processus physiologique et bénéfique pour 

l’organisme vivant, notamment lors du développement du système cardiovasculaire 

embryonnaire8, qui pourvoit la croissance adéquate des différents organes. À la fin de 

la croissance somatique (âge postnatal), la plupart des vaisseaux sanguins entrent 

dans un état de quiescence, sauf ceux contribuant à la croissance de l’endomètre lors 

du cycle menstruel ou du placenta en période de grossesse9, 10. Cependant, les CE 

préservent leur mécanisme de division cellulaire afin de permettre la réparation des 

tissus lors d’éventuels traumatismes11 ou d’assurer une oxygénation adéquate aux 

tissus environnants en conditions hypoxiques et inflammatoires. Cependant, le 

processus angiogénique peut aussi devenir pathologique lorsque la prolifération des 

nouveaux vaisseaux sanguins devient non contrôlée. De nombreuses pathologies, 

comme l’athérosclérose, l’arthrite rhumatoïde, le psoriasis, la rétinopathie et la 

formation de métastases ont en commun le développement d’une angiogenèse 

dérégulée12. Des études ont par ailleurs observé une distinction entre la structure des 
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néovaisseaux présents dans ces pathologies inflammatoires et les néovaisseaux 

tumoraux. Dans le premier cas, la vascularisation tumorale est désorganisée et les 

vaisseaux juvéniles présentent de nombreuses fenestrations, alors que les maladies 

inflammatoires non tumorales montrent le développement d’une vascularisation plus 

structurée, moins poreuse et par conséquent, moins perméable13, 14. 

 

1.1.4 Régulation de l’angiogenèse 

 L’angiogenèse est régulée par de nombreux facteurs, soit physiques, comme 

les effets hémodynamiques (forces de cisaillement, flot sanguin), cellulaires, telles les 

interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaires, ou moléculaires, 

correspondant aux protéines membranaires (intégrines, VE-cadhérine et éphrines) et 

facteurs de croissance solubles (VEGF, angiopoïétines, interleukines, fibroblast 

growth factor (FGF) et platelet-derived growth factor (PDGF))5. Le VEGF et les 

angiopoïétines sont quant à eux deux facteurs essentiels au développement et au 

maintien du processus angiogénique, tant physiologique que pathologique15-20. 
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1.2 Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 

 

1.2.1 Découverte et caractérisation des membres du VEGF 

 

1.2.1.1 Découverte du VEGF 

 Le laboratoire du docteur Dvorak à Harvard isola en 1983 une nouvelle 

molécule à partir d’une tumeur cancéreuse et l’identifia comme le vascular 

permeability factor (VPF) due à sa capacité d’induire un augmentation rapide de la 

perméabilité vasculaire21. Cependant, Dr Dvorak et son équipe n’ont jamais été en 

mesure de cloner ladite molécule avant sa caractérisation (séquençage et clonage) par 

le groupe des docteurs Ferrara et Henzel en 1989 et qu’ils nommèrent le VEGF22, 23. 

Fait intéressant, le groupe du Dr Ferrera a caractérisé le VEGF pour ses propriétés 

d’agent mitogénique et non pour sa capacité à induire la perméabilité vasculaire, tel 

qu’initialement découvert par l’équipe du Dr Dvorak. 

 

1.2.1.2   Les isoformes et analogues du VEGF 

 Le gène homo sapiens du VEGF (nommé VEGF-A) peut donner naissance, 

suite à l’épissage alternatif de ses 8 exons, à quatre isoformes distincts composés de 

206, 189, 165 ou 121 acides aminés respectivement24, 25. Le VEGF-A165 est 

l’isoforme le plus exprimé chez l’humain et ses propriétés sont semblables à celles du 

VEGF initialement caractérisé par le groupe du Dr Ferrara. Le VEGF-A165 se 

distingue notamment par sa capacité de liaison aux sulfates d’héparane de la MEC, 

propriété qui est perdue par le VEGF-A121
26. Ce dernier est entièrement soluble dans 

la circulation sanguine à cause de l’absence des exons 6 et 7, alors que son isoforme, 

le VEGF-A165 a gardé l’exon 7, lui conférant ainsi une disponibilité circulatoire plus 

restreinte. Les isoformes comportant 206 et 189 acides aminés ont conservé la 

traduction des exons 6 et 7, leur conférant la disponibilité la plus restreinte de tous les 

isoformes du VEGF, étant ainsi complètement séquestrés à la MEC27. La liaison à la 

MEC détermine la disponibilité circulante des différents isoformes du VEGF et 

permet aussi l’augmentation de l’activité mitogénique de ces isoformes28. Ainsi, le 
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VEGF189 et le VEGF206 sont les isoformes les plus actifs, mais leur disponibilité est 

très réduite, alors que le VEGF-A121 a une disponibilité très élevée, tout en étant le 

moins actif de tous les isoformes. Le VEGF-A165 est alors considéré comme étant 

l’isoforme le plus optimal, possédant à la fois la meilleure combinaison de 

biodisponibilité et de capacité à induire des activités biologiques de tous les 

isoformes caractérisés du VEGF29. En plus de ces isoformes, la famille du VEGF 

comporte aussi plusieurs analogues, dont le placental growth factor (PlGF), le 

VEGF-B, -C, -D et -E. Ces analogues partagent une homologie structurale restreinte 

avec le VEGF-A, provenant dans certains cas de gènes distincts30-34. 

 

1.2.1.3   Régulation de l’expression génique du VEGF 

 L’induction génique du VEGF se fait principalement lors d’une diminution de 

la tension d’oxygène, survenant lors d’événements pathophysiologiques35. Le hypoxia 

inducible factor (HIF)-1α est le facteur de transcription responsable de 

l’augmentation de l’expression de l’ARNm du VEGF en conditions hypoxiques36. La 

régulation du HIF-1α est sous la responsabilité du gène von Hippel-Lindau (vHL), qui 

induit la synthèse de la protéine vHL tumor supressor (pvHL), cette dernière se liant 

au HIF-1α lors de conditions de tension d’oxygène normales, menant ce dernier vers 

une dégradation sélective par le protéasome. En conditions hypoxiques, l’arrêt de la 

transcription génique du vHL entraîne une baisse de l’expression de la protéine, ce 

qui a pour effet de laisser libre cours au facteur de transcription HIF-1α pour que ce 

dernier puisse induire la transcription génique du VEGF37, 38. Plusieurs facteurs de 

croissance, dont le PDGF, le FGF, le transforming growth factor (TGF), l’epidermal 

growth factor (EGF), l’insulin-like growth factor (IGF) et le keratinocyte growth 

factor (KGF) sont également capables d’augmenter l’expression de l’ARNm du 

VEGF.  Tous ces facteurs de croissance sont relâchés de manière paracrine ou 

autocrine, agissant ainsi de concert avec l’environnement hypoxique afin 

d’augmenter l’expression génique et subséquemment protéique du VEGF39, 40. De 

plus, certaines cytokines pro-inflammatoires, telles l’interleukine (IL)-1α et l’IL-6, 

induisent une hausse de l’expression génique et protéique du VEGF. Cet effet est en 

lien avec la capacité du VEGF à induire l’hyperperméabilité vasculaire et 
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l’inflammation40. Finalement, certaines mutations de l’oncogène Ras dans certains 

types de tumeurs induisent également l’augmentation de l’expression du VEGF, 

menant ainsi à la progression tumorale et favorisant le développement de 

métastases41, 42. 

 

1.2.2 Les récepteurs du VEGF 

 

1.2.2.1   Caractérisation des récepteurs du VEGF 

 Les récepteurs du VEGF font partie de la famille des récepteurs couplés aux 

domaines tyrosine kinase (RTK) qui englobe trois membres : VEGFR-1, -2 et -3. Ces 

récepteurs ont une structure moléculaire similaire, étant composés d’une partie 

extracellulaire formée par sept domaines ressemblant à l’immunoglobuline, d’un 

domaine transmembranaire ainsi que d’une partie intracellulaire constituée par deux 

domaines tyrosine kinase43, 44. Le VEGFR-1 et -2, localisés à la surface des CE, sont 

activés suite à leur liaison avec le VEGF-A45, tandis que le VEGFR-3, situé 

principalement à la surface des CE lymphatiques, peut seulement être activé suite à sa 

liaison au VEGF-C ou -D46, 47.  Le VEGF-A165 a aussi la capacité de lier la 

neuropiline, qui est une protéine adaptatrice pour les ligands des RTK située à 

proximité des récepteurs du VEGF à la surface membranaire des CE48. Le rôle de la 

neuropiline est de potentialiser les effets du VEGF-A165 suite à sa liaison et à 

l’activation du VEGFR-249-51. 

 

1.2.2.2   Le VEGFR-1 : ligands et fonctions 

 Le VEGFR-1 possède la capacité de lier et d’être activé par le VEGF-A, le 

PlGF et le VEGF-B, les deux derniers analogues étant des agonistes exclusifs de ce 

récepteur52, 53. L’affinité du VEGF-A pour ce récepteur est dix fois plus élevée que 

pour le VEGFR-254, mais l’activation du VEGFR-1 par ce même agoniste, induit 

seulement une faible autophosphorylation des résidus tyrosine kinase55, 56. Ces 

observations ont permis d’attribuer au VEGFR-1 un rôle prédominant dans la 

séquestration du VEGF-A, prévenant la liaison et subséquemment l’activation du 

VEGFR-2 par ce dernier53. Ce phénomène a été confirmé durant une étude de 



                                                                                                                                   7                                              

mutagenèse dirigée qui a démontré une croissance normale du système vasculaire 

chez la souris transgénique manquant le domaine tyrosine kinase de VEGFR-157. 

Cependant, dans certains types cellulaires et dépendamment de l’environnement dans 

lequel ces cellules sont soumises, le VEGFR-1 a la capacité d’induire un signal 

mitogénique58, la migration des monocytes59 et l’augmentation de l’expression du 

matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) dans les CE du poumon et les cellules 

métastatiques de tumeurs pulmonaires60. De plus, suite à son activation par le VEGF-

A, le VEGFR-1 est capable de stimuler la relâche de facteurs de croissance dans 

certains lits vasculaires61. Certaines études ont également démontré l’implication du 

VEGFR-1 dans le système nerveux, notamment par l’augmentation de l’expression 

de ce dernier à la surface des astrocytes suite à un traitement au VEGF62 ou à une 

blessure63 ainsi que par l’induction de la migration des astrocytes suite à l’activation 

du VEGFR-164.            

 La liaison du PlGF au VEGFR-1 peut entraîner une réponse proangiogénique 

par trois mécanismes distincts : (1) par la capacité du PlGF d’activer le VEGFR-1 de 

manière directe, (2) en délogeant le VEGF-A de sa liaison avec le VEGFR-1, ainsi le 

déplaçant vers le VEGFR-2, activant ainsi ce dernier et (3) par la présence d’une 

phosphorylation croisée entre les domaines tyrosine kinase du VEGFR-1 et du 

VEGFR-2 activés par le PlGF et le VEGF-A respectivement65, 66.     

 L’activation du VEGFR-1 par le VEGF-B joue un faible rôle dans le 

processus angiogénique, puisqu’il est seulement impliqué dans l’hypertrophie du 

myocarde chez la souris67, 68. Cependant, une récente étude a démontré la capacité du 

VEGF-B à protéger les neurones moteurs contre leur dégénérescence en augmentant 

l’expression du VEGFR-1 dans ces mêmes neurones69.      

 Finalement, nous retrouvons le VEGFR-1 sous une forme soluble sanguine 

(sVEGFR1), qui est une forme tronquée de son homologue membranaire, étant 

uniquement composée de son domaine extracellulaire70. Le sVEGFR-1 joue le même 

rôle que le VEGFR-1 membranaire, provoquant la séquestration du VEGF-A, sans 

toutefois avoir la possibilité d’induire une activité biologique71. 
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Figure 1. Les récepteurs du VEGF et leurs ligands. Les récepteurs du vascular 
endothelial growth factor (VEGF) sont : VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3. À ces 
trois récepteurs s’ajoutent la neuropiline-1 et -2, des corécepteurs du VEGFR-2 et 
VEGFR-3 qui facilitent la liaison du VEGF et potentialisent les activités biologiques 
induites par la stimulation de ces récepteurs avec le VEGF-A165. Les récepteurs du 
VEGF sont composés de domaines extracellulaires semblables aux 
immunoglobulines, qui servent à la fois de domaine de liaison au VEGF et de 
dimérisation du récepteur, ainsi que de domaines tyrosines kinases intracellulaires 
pour la transmission du signal en aval. La famille du VEGF comporte plusieurs 
membres classifiés selon la longueur de la protéine (isoformes) ou l’épissage 
alternatif (analogues). Les analogues sont le VEGF-A,-B,-C,-D et le placental growth 
factor (PlGF), alors que les isoformes du VEGF sont le VEGF-A121, 145, 165, 189 et 206, 
desquels la forme prédominante est le VEGF-A165. Le VEGF-A se lie au VEGFR-1 et 
-2, le VEGF-C et -D se lient au VEGFR-2 et -3, alors que le VEGF-B et le PlGF se 
lient uniquement au VEGFR-172-74. (Figure modifiée d’après www.sigmaaldrich.com 
© SIGMA) 
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1.2.2.3   Le VEGFR-2 : ligands et fonctions 

 Le VEGFR-2 est capable de lier le VEGF-A, -C et -D, le VEGF-A ayant 

environ dix fois moins d’affinité pour ce récepteur que pour le VEGFR-156, 75. Le 

VEGF-C et le VEGF-D jouent un rôle limité dans l’angiogenèse vasculaire, 

puisqu’ils activent de façon prédominante le VEGFR-3, localisé majoritairement sur 

les CE lymphatiques, induisant l’angiogenèse lymphatique76. Le VEGFR-2 joue un 

rôle clé dans l’angiogenèse, puisqu’il induit des effets mitogéniques, 

proangiogéniques et inflammatoires suite à sa liaison au VEGF, par des mécanismes 

telles l’induction de la perméabilité vasculaire et la migration des CE77, 78. Toutes ces 

activités biologiques sont induites suite à l’autophosphorylation des résidus tyrosine 

kinase intracellulaires du VEGFR-2, qui mène à l’activation de plusieurs voies de 

signalisation, notamment l’induction de la phospholipase C gamma (PLCγ), la 

phosphatidyl-inositol triphosphate (PI3K), la protéine activatrice Ras-GTP, la famille 

des Src79, 80 et la voie de la protéine Raf- mitogen-activated ERK-activating kinase 

(MEK)-extracellular regulated kinase (ERK)81. De plus, le VEGFR-2 peut aussi 

induire des effets antiapoptotiques dans les CE, en passant par l’activation de la voie 

de signalisation de la PI3K/Akt82. 

 

1.2.3 Le rôle du VEGF dans l’angiogenèse physiologique 

 L’angiogenèse est un élément essentiel dans le développement de l’embryon, 

le VEGF jouant un rôle primordial dans ce processus. Ainsi, l’inactivation d’un allèle 

du VEGF chez l’embryon mène à des anomalies du développement, causées par une 

vascularisation insuffisante des organes et une diminution du nombre de cellules 

sanguines nucléées dans le système vasculaire, qui s’avèrent létales83, 84. Pendant la 

période postnatale, l’inactivation artificielle du VEGF cause un arrêt de la croissance 

suivi par une mortalité rapide due à l’insuffisance rénale causée par un sous-

développement des glomérules85, 86.     

 Durant la période de croissance, le VEGF est impliqué dans le développement 

du squelette et la croissance longitudinale des os87, 88. Des études ont notamment 

démontré la nécessité d’un gradient de VEGF pour la formation des os et du cartilage 
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par les chondrocytes. De plus, lorsque le VEGF est manquant, nous assistons à une 

absence de vascularisation qui mène à une régression de la formation osseuse85, 89.  

 À l’âge adulte, la croissance cyclique folliculaire est régulée par des 

activateurs et inhibiteurs de l’angiogenèse. Le VEGF joue un rôle d’activateur dans 

ce processus, puisque son inhibition supprime l’angiogenèse lutéale et retarde le 

développement folliculaire89-92. 

 

1.2.4 L’implication du VEGF dans l’angiogenèse pathologique 

 L’angiogenèse pathologique impliquée dans la croissance tumorale ou le 

dommage tissulaire est un processus plus rudimentaire que l’angiogenèse 

physiologique, étant caractérisée par le développement d’une inflammation 

chronique, qui implique un débalancement de facteurs de croissance présents dans 

l’environnement sous-jacent, notamment le VEGF19, 93-95. Suite à ce débalancement, 

les vaisseaux sanguins juvéniles développent une structure anormale et deviennent 

très perméables aux protéines plasmatiques. Afin d’illustrer la différence de 

complexité entre les deux types d’angiogenèse, plusieurs groupes de recherche ont 

essayé d’imiter sans succès l’angiogenèse physiologique en combinant de multiples 

facteurs de croissance dans un cadre spatio-temporel bien défini, n’étant jamais 

capables d’induire la formation de vaisseaux sanguins matures, tandis que la seule 

présence du VEGF a été suffisante pour induire l’angiogenèse pathologique19, 93, 95-100.  

 Le VEGF joue un rôle clé dans plusieurs pathologies, notamment dans 

l’infarctus du myocarde101, 102, les accidents vasculaires cérébraux103 et les maladies 

inflammatoires chroniques telles que le psoriasis104 et l’arthrite rhumatoïde105, et ce, 

par l’entremise de sa surexpression provoquée tant par l’ischémie106, 107, que par une 

multitude de facteurs de croissance et cytokines16, 19.      

      

 Le VEGF est également impliqué de manière importante dans le 

développement tumoral notamment par sa surexpression au niveau des tumeurs39, 108. 

Des études ont démontré que la surexpression du VEGF est surtout essentielle aux 

stades précoces du développement tumoral109 et que dans certains cas, le VEGF est 

exprimé tant à l’intérieur de la tumeur que dans le stroma110-112. Suite à ces 
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découvertes, de nombreuses approches ont été mises en place afin de ralentir ou 

empêcher la croissance tumorale, notamment en développant des anticorps 

chimériques humanisés contre le VEGF113-115 ou son récepteur, le VEGFR-2116 ainsi 

que par la capture du VEGF circulant à l’aide d’un VEGF-Trap constitué d’un 

hybride de VEGFR-1/R-2 soluble117. Le VEGF joue aussi un rôle dans certaines 

pathologies des cellules sanguines, tels le myélome multiple, le lymphome des 

cellules T, la leucémie lymphoblastique aiguë, le lymphome de Burkitt et la leucémie 

myélocytique chronique118.    

 Le VEGF a la capacité de réguler le développement des maladies vasculaires 

intraoculaires. Une de ces pathologies, la rétinopathie, a comme caractéristique une 

occlusion de la veine centrale rétinienne. Ce phénomène provoque une 

néovascularisation oculaire due à l’augmentation de l’expression du VEGF dans 

l’humeur aqueuse de l’œil119, 120. D’autres pathologies oculaires, telles que 

l’hémorragie du corps vitreux, le détachement de la rétine et le glaucome, sont 

également causées par la surexpression du VEGF et peuvent ultimement mener à une 

perte complète de la vision121-124.       

 La capacité du VEGF à augmenter la perméabilité vasculaire lui permet de 

jouer un rôle actif dans le développement de l’œdème cérébral125. Le VEGF est aussi 

impliqué dans les pathologies concernant le système reproducteur féminin, tel le 

syndrome ovarien polykystique, causant une hyperplasie et une hypervascularisation 

de l’endomètre, ce qui entraîne ultimement le développement de l’endométriose126. 
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1.3 Les angiopoïétines 
 Les angiopoïétines, découvertes au milieu des années 1990, ont été regroupées 

dans une famille de facteurs de croissance qui s’avère être essentielle dans les stades 

avancés du développement vasculaire, permettant la continuation du processus de 

croissance et de maturation des vaisseaux sanguins entrepris par l’action du VEGF et 

de ses récepteurs127-129. 

 

1.3.1 Structure, localisation et fonctions de l’Ang1 et l’Ang2 

 Jusqu’à ce jour, quatre angiopoïétines ont été identifiées, soit l’angiopoïétine-

1 (Ang1), -2 (Ang2), -3 (Ang3) et -4 (Ang4), dont les mieux caractérisées sont 

l’Ang1 et l’Ang2, alors que l’Ang3 et l’Ang4 sont des orthologues retrouvés chez la 

souris et l’humain respectivement130. Les angiopoïétines, des ligands du récepteur 

Tie2127, 129, 131-133 sont constituées de deux domaines, dont le premier est une structure 

coiled-coil située dans la partie N-terminale qui induit l’oligomérisation du ligand 

permettant à l’Ang1 et l’Ang2 de former des multimères hétérogènes, soit des 

trimères, tétramères et pentamères134. L’oligomérisation des angiopoïétines est 

nécessaire pour l’activation de Tie2, mais n’est pas requise pour leur liaison à ce 

récepteur, qui est cependant induite par le deuxième domaine, composé par une 

structure semblable au fibrinogène localisée dans la partie C-terminale de la 

protéine127, 135. Les angiopoïétines sont des glycoprotéines secrétées ayant un poids 

moléculaire d’approximativement 75 kDa, sous leur forme dimérique. L’Ang1, 

localisée sur le chromosome 8q22, est composée de 498 acides aminés, alors que 

l’Ang2 a 496 acides aminés, étant localisée sur le chromosome 8q23, leurs séquences 

étant homologues à 60%127, 129.       

 L’angiopoïétine-1 est exprimée dans les cellules du mésenchyme et régule 

l’endothélium adjacent de façon paracrine.  De plus, l’Ang1 est aussi exprimée 

abondamment dans les cellules du myocarde pendant le début du développement, les 

cellules périvasculaires (CML et péricytes) lors du développement tardif et dans les 

tissus chez l’adulte20, 129, 136, les cellules tumorales 137, 138 et les cellules neuronales 

dans le cerveau137. L’Ang2 est exprimée majoritairement dans les CE, où elle est 



                                                                                                                                   13                                              

emmagasinée dans les corps de Weibel-Palade et relâchée rapidement suite à 

différents stimuli139. En conditions physiologiques, l’expression de l’Ang2 est 

augmentée lorsque le remodelage vasculaire est requis, comme dans le cas de la 

vascularisation de la rétine ou la régression du corpus luteum chez la femme lors du 

cycle ovarien129, 140. L’expression de l’Ang2 est également augmentée dans le cancer, 

et ce, tant au niveau des cellules tumorales141-143, que dans les CE des néovaisseaux 

tumoraux138, 144, 145. De plus, les neurones rétiniens et les cellules de Müller sont une 

source importante d’Ang2146, 147.        

 L’Ang1 est synthétisée par épissage alternatif, donnant ainsi naissance à 

quatre isoformes. Les isoformes épissés à partir de l’exon de longueur maximale (1,5 

kb) et de l’exon d’une longueur de 1,3 kb se lient au récepteur Tie2 et induisent son 

autophosphorylation, alors que les isoformes codés par les exons de taille inférieure 

(0,9 kb et 0,7 kb) peuvent se lier à Tie2, sans toutefois induire son activation148.  

L’Ang2 a aussi des isoformes, dont l’Ang-2B détectée chez le poulet, qui a la 

particularité d’être composé par un domaine N-terminal tronqué149. De plus, un 

isoforme additionnel a été identifié, soit l’Ang-2(443) dont certaines parties de son 

domaine coiled-coil sont manquantes, le rendant ainsi incapable d’induire la 

phosphorylation de Tie2150.         

 L’Ang1 est un agoniste du récepteur Tie2, tandis que l’Ang2 a initialement 

été caractérisée comme son antagoniste129. Cependant, l’Ang2 peut aussi agir comme 

un agoniste du récepteur Tie2 selon le type cellulaire sur lequel Tie2 est exprimé, la 

durée de stimulation avec l’Ang2, la concentration utilisée, ainsi que la présence du 

récepteur Tie1 à la surface membranaire des cellules stimulées avec Ang2151-153.  

Suite à l’activation de l’endothélium par différents médiateurs proinflammatoires, 

l’Ang2 est rapidement relâchée dans le milieu extracellulaire, où elle active le 

récepteur Tie2 de manière autocrine, en s’y liant sous sa forme homodimérique ou 

multimérique135. Cependant, une étude a démontré que l’activité de l’Ang2 endogène 

relâchée par l’endothélium ne peut être inhibée par l’ajout de Tie2 soluble exogène, 

suggérant que l’Ang2 pourrait induire l’activation d’une boucle autocrine interne et 

ainsi agir indépendamment de l’activation du récepteur Tie2154. 
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Figure 2. Structure des différents isoformes des angiopoïétines.  Pour la famille 
des angiopoïétines, quatre isoformes distincts de l’Ang1 ont été caractérisés, dont 
seulement les deux premiers (les plus longs) peuvent activer le récepteur Tie2148. La 
famille de l’Ang2 est constituée de trois isoformes, dont l’Ang2(443) ayant le 
domaine coiled-coil tronqué150 et l’isoforme Ang2B, qui est uniquement exprimé 
chez le poulet, ayant la partie N-terminale tronquée149.  L’Ang3 et l’Ang4, que l’on 
retrouve chez la souris et chez l’humain respectivement, n’ont pas d’isoformes 
supplémentaires133. Le domaine coiled-coil est essentiel à l’oligomérisation du ligand, 
alors que le domaine fibrinogen-like permet la liaison au récepteur Tie2155. 
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1.3.2 L’angiopoïétine-3 et l’angiopoïétine-4 

L’angiopoïétine-3 (Ang3) est seulement exprimée chez les rongeurs, alors que 

l’Ang4 est uniquement retrouvée chez l’humain133. L’Ang3 (rongeur) et l’Ang4 

(humain) sont des orthologues inter-espèces, qui partagent néanmoins leur 

composition en acides aminés à 65%133. De plus, le locus de l’Ang3 sur le 

chromosome murin et celui de l’Ang4 sur sa contrepartie humaine, ont une synténie 

semblable133. La structure protéique de l’Ang3 et l’Ang4 est apparentée à celle de 

l’Ang1 et l’Ang2, comprenant des domaines coiled-coil dans la région N-terminale et 

un domaine apparenté au fibrinogène dans la région C-terminale127, 129, 133. L’Ang3 et 

l’Ang4 sont majoritairement synthétisées sous une forme dimérique liée par un pont 

disulfide, ce qui leur confère une ressemblance à la forme  native de l’Ang2127, 129, 133.  

L’Ang4 est exprimée dans certains types de tumeurs156-158 et cette expression peut 

être augmentée par l’hypoxie et les facteurs de croissance endothéliaux dans une 

lignée cellulaire de glioblastome et les CE159-161. Par ailleurs, l’expression de l’Ang3 

est augmentée dans les poumons, le cerveau et le cœur, en réponse à l’hypoxie chez 

les rats162.     

Ces deux angiopoïétines ont des propriétés semblables quant à leur liaison au 

récepteur Tie2130. Initialement, l’Ang3 a été caractérisée comme un antagoniste de 

Tie2, à cause de sa capacité, lorsqu’elle est exprimée sous forme chimérique, à 

inhiber l’activation de ce dernier par l’Ang1 dans les CE humaines, alors que l’Ang4 

agit comme un agoniste de Tie2133. Toutefois, lorsque stimulé avec une forme 

recombinante d’Ang3, le récepteur Tie2 murin est activé, induisant l’angiogenèse 

cornéenne130 et la croissance de gliomes humains greffés chez la souris163. Une autre 

étude a démontré que la surexpression de l’Ang3 induit l’inhibition de l’angiogenèse 

et des métastases tumorales dans les modèles du carcinome du poumon de Lewis et le 

carcinome mammaire TA3164, ce qui permet de conclure que les actions de l’Ang3 

sont contexte-dépendantes. L’Ang4 a été reconnue pour sa capacité à inhiber tant la 

migration des CE induite par le VEGF-A et le bFGF in vitro, que l’angiogenèse 

induite par ces deux cytokines dans un modèle de « plug » de Matrigel chez la 

souris165. Grâce à sa capacité à moduler l’angiogenèse in vivo, de nouvelles stratégies 

thérapeutiques impliquant l’Ang4 pourraient être considérées chez l’humain. En effet, 
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l’Ang4 a des effets semblables à l’Ang1, mais le potentiel thérapeutique de ce dernier 

est limité étant donné sa propension à s’agréger en multimères qui sont difficilement 

solubles, alors que l’Ang4 a une tendance à former des dimères solubles130. 

 

1.3.3 La famille des récepteurs Tie 

 

1.3.3.1   Structure, localisation et propriétés de Tie1 et Tie2 

 Les deux récepteurs de la famille Tie (tyrosine kinase with immunoglobulin 

and epidermal growth factor domains), dénommés Tie1 et Tie2, ont des structures 

relativement semblables. Les récepteurs Tie1 et Tie2 ont un poids moléculaire de 135 

et 150 kDa respectivement et sont localisés à la surface des CE vasculaires et 

lymphatiques. Les deux membres de la famille des récepteurs Tie ont été initialement 

caractérisés comme des récepteurs orphelins au début des années 1990. De plus, ces 

deux récepteurs ont des similarités quant à leur domaine cytoplasmique (76% de leur 

séquence est homologue), mais comportent de nombreuses différences dans leur 

domaine extracellulaire (seulement 33% de leur séquence est homologue)166. Tie1 et 

Tie2 font partie de la famille des récepteurs tyrosine kinase et sont constitués par des 

domaines homologues ressemblant aux immunoglobulines (Ig) et à l’EGF. Ainsi, leur 

région extracellulaire est formée à partir de trois domaines ressemblant à l’EGF, trois 

domaines ressemblant aux immunoglobulines (Ig) et trois domaines répétés composés 

de fibronectine de type III, alors que la région cytoplasmique comporte un domaine 

tyrosine kinase qui est capable de se lier à différentes molécules suite à son 

autophosphorylation166-169. Durant les premiers stades du développement, Tie1 est 

détecté sur les angioblastes provenant du haut du mésenchyme, dans l’aorte dorsale et 

aussi sur les CE migratoires du cœur en développement au jour embryonnaire E8.5170. 

Le récepteur Tie1 a été majoritairement identifié à la surface des CE, où il a la 

capacité de former des hétérodimères avec Tie2171. Certaines études ont également 

démontré que le domaine extracellulaire de Tie1 est clivé par protéolyse suite à une 

stimulation au VEGF, permettant ainsi au domaine cytoplasmique qui reste ancré à la 

membrane plasmique de pouvoir interagir avec Tie2 et moduler sa signalisation171-173. 

Le clivage de Tie1 est également observé après un traitement des CE avec le PMA ou 
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le TNF-α, ainsi qu’après l’induction de contraintes de cisaillement174-176. Toutefois, 

malgré de récents travaux suggérant qu’une forme pentamérique artificielle de l’Ang1 

(COMP-Ang1) peut lier le récepteur Tie1 selon certaines conditions, ce récepteur est 

toujours considéré comme orphelin177. 

 Le récepteur Tie2 est exprimé à la surface des CE, cellules hématopoïétiques, 

cellules précurseurs des CE ainsi que des cellules tumorales156, 178-180. De plus, une 

sous-population de monocytes qui expriment Tie2 est associée avec l’angiogenèse 

induite par les macrophages associés aux tumeurs181. Notre laboratoire a également 

observé l’expression de Tie2 à la surface des neutrophiles circulants humains182, 183.  

Les CE des vaisseaux sanguins ayant un plus grand diamètre expriment Tie2 de façon 

plus abondante que les CE tapissant l’intérieur des vaisseaux de petite taille166, 178. 

L’expression de Tie2 est également augmentée durant l’angiogenèse tumorale184-186.  

Suite à la liaison de l’Ang1 au récepteur Tie2, ce dernier subit une dimérisation, 

suivie par son autophosphorylation et par l’activation de voies de signalisation 

spécifiques186, 187.        

 L’Ang1 a initialement été caractérisée comme le principal ligand du récepteur 

Tie2127. Même si l’Ang1 et l’Ang2 ont des actions divergentes suite à leur liaison au 

récepteur Tie2, ils ont néanmoins une affinité (Kd ∼3 nM) et un domaine de liaison 

(première boucle semblable à l’Ig et les répétitions ressemblant à l’EGF) semblables 

pour ce récepteur129, 188, 189. De plus, Tie2 est reconnu comme étant le seul récepteur 

activé par l’Ang1, mais de récentes évidences suggèrent que Tie1 pourrait aussi être 

activé par les angiopoïétines177. 

 

1.3.3.2   Signalisation intracellulaire induite par Tie2 

 La migration des CE suite à l’activation du récepteur Tie2 est dépendante de 

la présence et l’orientation de ce dernier à la surface des CE190, 191. Tie2 est exprimé 

de manière polaire à la surface des CE activées, étant par la suite transloqué à la 

matrice extracellulaire (MEC) où il lie l’Ang1 qui s’y trouve immobilisée. Suite à la 

liaison du ligand, les récepteurs tyrosine kinase (RTK) se dissocient en formant 

normalement des dimères. Étant donné la nature « multimérique » des angiopoïétines, 

certaines études ont émis l’hypothèse de la formation de multimères par Tie2 suite à 
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sa liaison par l’Ang1 ou l’Ang2134, 188.  Comme de fait, le récepteur Tie2 requiert la 

forme multimérique soit de l’Ang1 ou de l’Ang2 afin que ces dernières se lient au 

récepteur et induisent son activation par l’autophosphorylation des résidus tyrosine 

kinase adjacents au domaine carboxyle-terminal134, 188.      

 Suite à l’autophosphorylation des domaines tyrosine kinase (TK) du récepteur 

Tie2, la protéine tyrosine kinase-related protein (Dok-R) est recrutée par le résidu p-

Tyr1107 et phosphorylée suite à sa liaison avec ce dernier192, 193. Lorsque la Dok-R 

est activée, elle interagit avec les protéines ras-GAP, Nck et Pak, qui sont impliquées 

dans la migration et la prolifération cellulaire, ainsi que la réorganisation du 

cytosquelette et de la cascade de signalisation de la petite GTPase Ras187.    

L’activation de Tie2 induit également la phosphorylation de la focal adhesion kinase 

(FAK)194, suivie par la phosphorylation de la paxilline et de la p42/44 MAPK (ERK), 

qui participent à la régulation de la migration cellulaire195. Ainsi, lorsque l’activation 

de Tie2 est bloquée, la migration induite par l’Ang1 via l’activation de la ERK est 

aussi inhibée195. D’autres effecteurs sont recrutés par Tie2 lors de son activation, dont 

la protéine eNOS, la phosphatase contenant le domaine SH2 (SHP2), le growth factor 

receptor bound-2 (Grb2), le Grb7, le ShcA et la sous-unité p85α de la PI3K187, 192, 196.  

Ces molécules sont impliquées dans la régulation de la migration, la prolifération et la 

différenciation cellulaire, ainsi que de l’apoptose197, 198. Le Grb2 et le domaine SHP2 

s’associent au Tie2, lorsque ce dernier est phosphorylé, induisant l’activation de 

plusieurs voies de signalisation intracellulaire, dont celle des MAPK, qui 

contrairement au VEGFR2199, ne sont pas directement impliquées dans les processus 

de survie et de migration des CE induits par l’activation de la PI3K200-202. La protéine 

SHP2 n’est pas seulement impliquée dans la transduction du signal, mais peut aussi 

agir comme un régulateur négatif de la phosphorylation de Tie2192, 198. Quant à la 

sous-unité p85α de la PI3K, elle interagit avec la protéine tyrosine kinase 

phosphorylée p-Tyr1101 située au niveau du domaine cytoplasmique de Tie2198.    

 Le VEGF est aussi impliqué dans ces processus, puisque la protéine Src est 

activée par ce dernier durant le processus angiogénique, menant à l’activation de la 

protéine vav, qui agit comme un facteur d’échange du nucléotide guanine (GEF) pour 

la protéine Rac.  Cette dernière active en retour la vascular endothelial-cadhérine 
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(VE-cadhérine), qui est internalisée par un processus impliquant les vésicules de 

clathrine203, 204. Cet enchaînement fait partie du processus de régulation de la 

migration cellulaire et de la perméabilité vasculaire. L’activation de Tie2 par l’Ang1 

inhibe ces voies de signalisation induites par le VEGF, en activant la protéine mDia.  

Cette activation mène à l’association de mDia avec Src, induisant la séquestration de 

ce dernier et ainsi l’empêchant d’induire l’activation et l’internalisation de la VE-

cadhérine205. L’Ang1 est aussi capable de diminuer la perméabilité cellulaire induite 

par la thrombine en inhibant l’activation de la PKCζ206. De plus, l’Ang1 est capable 

de prévenir la perméabilité vasculaire in vitro et in vivo en stimulant la sphingosine 

kinase-1207. L’activation de Tie2 induit aussi le recrutement de la protéine A20-

binding inhibitor of NF-kB activation-2 (ABIN-2), responsable de l’inhibition du 

facteur de transcription NF-kB208, 209. L’Ang1 a également la capacité d’induire 

l’hétérodimérisation de Tie2 avec Tie1177, 210, 211 et subséquemment le recrutement par 

Tie2 de la protéine vascular endothelial protein tyrosine phosphatase (VE-PTP)212, 

213.  Ce processus induit une augmentation de la survie des CE et maintient l’intégrité 

de la barrière endothéliale, résultant en une quiescence vasculaire.    

 Dans les CE quiescentes, le récepteur Tie2 est transloqué aux jonctions 

cellule-cellule, où il forme des complexes trans avec d’autres récepteurs Tie2 

localisés à la surface des cellules avoisinantes. Dans ce contexte, Tie2 interagit avec 

le VE-PTP, une molécule qui régule la fonction de la barrière endothéliale, 

provoquant la diminution de la perméabilité cellulaire. La liaison de l’Ang1 au 

récepteur Tie2 mène à la phosphorylation de la sous-unité p85α de la PI3K. Cette 

dernière active la protéine Akt, qui phosphoryle et active le facteur de transcription 

FKHR-1, qui est un puissant inducteur de l’expression de l’Ang2, mais qui inhibe 

également sa relâche167, 214-217. L’activation de l’Akt stimule la phosphorylation des 

protéines proapoptotiques, incluant la protéine Bcl-2-associated death protein (BAD) 

et la procaspase-9, induisant ainsi leur inactivation214-218. De plus, l’Akt induit une 

augmentation de la protéine survivin, un inhibiteur classique de l’apoptose, 

augmentant ainsi la survie cellulaire219, 220. 
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Figure 3. Voies de signalisation intracellulaires induites par l’activation de Tie2.  
Suite à la phosphorylation du récepteur Tie2 par les angiopoïétines, de nombreuses 
protéines d’arrimage s’associent au domaine tyrosine kinase de Tie2 et activent des 
voies de signalisation variées.  Ces nombreuses voies peuvent mener à la régulation 
du cytosquelette d’actine et à l’induction de la motilité, la migration, la 
différenciation et la survie cellulaire, induisant ultimement la régulation de 
l’angiogenèse et la vasculogenèse221, 222. 
https://www.qiagen.com/geneglobe/pathwayview.aspx?pathwayID=32&  
© 2009 QIAGEN, all rights reserved 



                                                                                                                                   21                                              

 
1.3.4 Rôle des récepteurs Tie dans l’embryogenèse 

 Les embryons provenant de souris transgéniques n’exprimant pas le récepteur 

Tie2 (Tie2-/-) décèdent au stade E10.5, notamment à cause d’anomalies sévères dans 

le remodelage vasculaire du plexus de la vitelline et du cerveau, ainsi que dans la 

croissance cardiaque. De plus, le nombre de CE observées chez ces souris aux stades 

E8.5 et 9.5 est de 30% et 75% respectivement plus faible que chez des souris 

normales. Leurs vaisseaux sanguins sont faiblement organisés, comportent moins 

d’embranchements et ont une couverture réduite par les péricytes20, 188, 223, 224. Le 

récepteur Tie2 est aussi impliqué dans l’hématopoïèse, puisque la perte fonctionnelle 

de Tie2 mène à l’apoptose des CE, provoquant ainsi l’apparition d’hémorragies225, 226. 

Ces observations suggèrent que le système Ang/Tie2 joue un rôle clé durant le 

remodelage vasculaire, ainsi que durant la maturation et la stabilisation du système 

cardiovasculaire chez l’embryon.          

 Les souris transgéniques Tie1-/- décèdent entre le stade E13.5 et P1 et cette 

mort prématurée est causée par la perte de l’intégrité structurelle des CE vasculaires, 

menant à la formation d’œdème sévère et à l’apparition d’hémorragies180. Malgré ces 

effets précoces, l’angiogenèse développementale n’est pas perturbée par l’absence de 

Tie1. À l’opposé de la souris Tie2-/-, l’hématopoïèse se déroule de manière normale 

chez la souris déficiente en Tie1227, suggérant que ce récepteur est important durant la 

différenciation des CE et la régulation de l’intégrité vasculaire. 

   Afin d’éclaircir le rôle de chaque récepteur dans le développement vasculaire, 

un knockout double murin (Tie1-/- et Tie2-/-) a été développé. Ces souris décèdent 

dans un laps de temps similaire aux souris Tie2-/- (stade E10.5), mais les causes de 

ces décès ne sont pas seulement dues aux défauts cardiovasculaires, mais également 

aux anomalies du système vasculaire, qui sont sévères malgré une vasculogenèse 

normale228. Cette étude permet ainsi de conclure que les récepteurs Tie1 et Tie2, 

malgré leurs rôles essentiels dans le  maintien de l’intégrité vasculaire, ne sont pas 

indispensables au bourgeonnement angiogénique précoce228. 
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1.3.5 Effets biologiques régulés par Ang1 et Ang2 

 L’angiopoïétine-1 a été caractérisée comme un agoniste du récepteur Tie2 et 

ses effets biologiques sont principalement de nature anti-inflammatoire. Ainsi, 

l’Ang1 a la capacité d’augmenter la survie des CE et également d’inhiber l’activation 

de l’endothélium via la phosphorylation de Tie2 et l’activation de la PI3K/Akt194, 220, 

229-232, mais aussi via l’inhibition de l’expression et de la sécrétion de l’Ang2, en 

bloquant l’activité du facteur de transcription Forkhead box protein O1 (FOXO1)233, 

234. De plus, l’Ang1 est capable de réduire l’apoptose chez les HUVEC par 

l’entremise d’un inhibiteur du facteur de transcription NF-kB, soit le A20-binding 

inhibitor of NF-kappa-B activation-2 (ABIN-2)235.   

 L’Ang1 induit la migration et le bourgeonnement des CE de manière Tie2-

dépendante194, 219, 236-238 mais aussi de façon Tie2-indépendante, par l’entremise de 

l’activation de l’intégrine α5239. Selon certaines études, l’Ang1 a la capacité d’induire 

la prolifération des CE237, 240, alors que d’autres groupes de recherche on été 

incapables de démontrer cette capacité de l’Ang1127, 200, 238.     

 L’Ang1 joue également un rôle dans la régulation des liaisons cellule-cellule 

et matrice-cellule239, 241-243. Les jonctions serrées des CE sont principalement 

composées de complexes formés par la VE-cadhérine. Ces complexes peuvent être 

séparés par l’action du VEGF, résultant en une augmentation de la perméabilité 

cellulaire244, 245, qui peut être antagonisée par l’action de l’Ang1205, 246. Lorsque 

l’Ang1 est présente en faible concentration, les intégrines et le récepteur Tie2 peuvent 

coopérer afin de stabiliser les CE247. L’Ang1 peut induire la translocation de Tie2 aux 

contacts cellule-cellule, qui va ultérieurement former des ponts intercellulaires Tie2-

Tie2, et également activer les voies de signalisation menant à une diminution de la 

perméabilité vasculaire191. En conditions inflammatoires, l’Ang1 est aussi capable de 

diminuer la perméabilité des veinules en restreignant le nombre et la dimension des 

espaces formés aux interstices des CE248-250. De plus, l’Ang1 réduit l’exsudation 

vasculaire en fortifiant l’adhésion entre les CE, qui est régulée par la PECAM-1 et la 

VE-cadhérine251. L’Ang1 peut également inhiber la perméabilité vasculaire induite 

par le VEGF250, ce qui mène à l’abolition de l’inflammation induite par le VEGF251, 

252. Tous ces effets sur la perméabilité vasculaire induits par l’Ang1 lui confèrent un 
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rôle dans la protection contre l’artériosclérose cardiaque de l’allogreffe et contre les 

dommages aux CE induits par les radiations, ainsi que dans la guérison de 

blessures208, 235, 250, 251, 253-255.   

 L’Ang1 est impliquée dans la régulation de l’adhérence de l’endothélium, 

puisque cette dernière a la capacité d’inhiber l’adhésion des leucocytes aux CE en 

bloquant l’expression des molécules d’adhésion endothéliales VCAM-1, ICAM-1 et 

E-sélectine201, 251, 256, 257. Dans un modèle in vivo, notamment chez la souris 

n’exprimant pas le gène de l’Ang2 (Ang2-/-), les leucocytes interagissent avec 

l’endothélium activé pendant la phase de roulement à sa surface, mais ne peuvent pas 

y adhérer afin de migrer plus tard dans les tissus grâce à l’inhibition de l’expression 

des molécules d’adhésion mentionnées ci-dessus par l’Ang1258. De plus, l’Ang1 a 

également la capacité d’inhiber l’expression des molécules d’adhésion endothéliales 

ainsi que la formation de vaisseaux sanguins induits par le VEGF, ce qui confère à 

l’Ang1 un rôle majeur dans le maintien de l’homéostasie vasculaire15, 256. Les effets 

biologiques engendrés par l’Ang1 protègent les vaisseaux sanguins contre les 

dommages qu’ils pourraient subir lors de l’inflammation.   

 L’Ang2 provoque d’une manière autocrine la déstabilisation de l’endothélium 

quiescent154, 259. Ainsi, l’Ang2 a la capacité d’induire l’apoptose des CE via le 

recrutement des macrophages260, 261, ce qui mène à la régression vasculaire, 

s’opposant ainsi aux signaux anti-apoptotiques induits par l’Ang1262. De plus, l’Ang2 

a la capacité de remodeler la vascularisation en induisant le processus 

inflammatoire263, 264. Ainsi, cette réponse inflammatoire active l’endothélium en 

augmentant la perméabilité vasculaire183, 265 et en augmentant la susceptibilité de 

l’endothélium à son activation par les cytokines inflammatoires258, 259. La stimulation 

à long terme des CE avec l’Ang2 active la signalisation de la PI3K/Akt et promeut la 

survie, le bourgeonnement et la migration des CE151, 153, 266, 267. De plus, la 

surexpression de l’Ang2 in vivo induit la guérison des blessures et protège contre la 

vasculopathie cardiaque de l’allogreffe253, 268.    

 Les souris transgéniques Ang2-/- sont incapables d’induire une réponse 

inflammatoire suite à une péritonite provoquée de manière artificielle ou suite à une 

invasion de staphylocoques, mais ils retrouvent leurs capacités inflammatoires lors 
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d’une inoculation aux pneumocoques, suggérant une disparité dans l’implication de 

l’Ang2 dans les réactions inflammatoires basée sur la nature de l’agent provoquant la 

réaction inflammatoire258. L’Ang2 a également la capacité de sensibiliser les CE au 

TNF-α, augmentant ainsi l’expression des molécules d’adhésion dont l’ICAM-1, le 

VCAM-1 et la E-sélectine258, 269, 270. 

 Dans la vascularisation mature, l’Ang1 agit de façon paracrine afin de 

maintenir un statu quo de la quiescence vasculaire, alors que l’Ang2 induit et/ou 

facilite la réponse autocrine des CE à l’inflammation259, 269, 271. Cependant, lors de 

circonstances bien définies, l’Ang1 et l’Ang2 sont capables d’induire les mêmes 

activités biologiques, principalement via la phosphorylation de leur récepteur Tie2.  

Ainsi, lorsque Tie2 est exprimé à la surface des cellules non endothéliales129 ou lors 

d’une stimulation des CE avec une grande concentration d’Ang2151, cette dernière est 

capable d’induire la phosphorylation du récepteur Tie2. De plus, l’Ang2 peut induire 

la formation de structures vasculaires tubulaires dans un caillot de fibrine, la 

phosphorylation de Tie2 lors des temps de stimulation prolongés153, ainsi que la 

chimiotaxie et la formation de structures tubulaires formées à partir de CE baignant 

dans des gels de collagène267. La stimulation des CE avec l’Ang1 ou l’Ang2 induit 

l’expression de la MMP-9272, alors que la présence de l’Ang2 seule est capable de 

stimuler la migration et le bourgeonnement des CE cultivées sous forme de 

sphéroïdes tridimensionnels266.   

 Lors d’études effectuées dans notre laboratoire, nous avons démontré la 

capacité de l’Ang1 et de l’Ang2 à induire la synthèse du platelet-activating factor 

(PAF) dans les CE, qui a la capacité d’induire une réponse inflammatoire273. De plus, 

l’Ang1 et l’Ang2 ont également la capacité d’induire la translocation de la P-sélectine 

à la surface des CE274, la migration des neutrophiles ainsi que leur adhésion aux CE, 

en plus de potentialiser ces activités biologiques lorsque induites par la stimulation 

avec l’IL-8182, 183, 275.   

 L’Ang2 induit la migration des monocytes exprimant le récepteur Tie2 

(monocytes expressing Tie2; MET) in vitro via l’activation de ce même récepteur276, 

277. Étant donné que l’expression de l’Ang2 est augmentée dans les vaisseaux 

sanguins tumoraux, cette dernière pourrait recruter les MET à l’intérieur des tumeurs 
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par le processus de chimiotaxie139. Cette hypothèse pourrait expliquer la raison pour 

laquelle les MET sont retrouvés en grappes autour des vaisseaux angiogéniques dans 

certains modèles tumoraux181.  L’Ang2 module également la sécrétion des cytokines 

par les MET, en inhibant leur relâche de TNF-α, qui est reconnu pour induire 

l’apoptose des CE et tumorales278.  La diminution de l’expression du TNF-α suite à 

une augmentation de l’expression de l’Ang2 pourrait induire l’augmentation de la 

survie des CE et tumorales, activant ainsi le processus angiogénique et la formation 

de métastases. De plus, en conditions hypoxiques, l’Ang2 inhibe l’expression de l’IL-

12, une cytokine ayant des propriétés anti-angiogéniques276.   

 D’autre part, des études effectuées dans notre laboratoire ont permis de 

démontrer l’expression du récepteur Tie2 à la surface des neutrophiles humains.  

Ainsi, nous avons observé qu’une stimulation des neutrophiles avec l’Ang1 ou 

l’Ang2 induit la synthèse du PAF, la translocation et l’activation de la β2-intégrine 

(CD18), ainsi que l’adhésion des neutrophiles à la MEC183. De plus, nous avons 

récemment démontré que l’Ang1 mais pas l’Ang2 augmente la survie des 

neutrophiles via un mécanisme dépendant de la relâche de l’IL-8 par les 

neutrophiles279. 

 

1.3.6 Les angiopoïétines et l’angiogenèse physiologique 

 La liaison de l’Ang1 au récepteur Tie2 induit la phosphorylation de ce 

dernier, ce qui provoque l’activation de signaux en faveur de la survie des CE187, 220.  

L’Ang1 est impliquée dans le bourgeonnement vasculaire, étant donné que sa 

surexpression chez la souris induit une augmentation de la densité et de 

l’embranchement des vaisseaux sanguins280. Des études in vitro ont confirmé cette 

caractéristique de l’Ang1, démontrant, de plus, sa capacité  à induire la migration des 

CE237, 281, 282. Après l’étape du bourgeonnement vasculaire, seule la présence de 

l’Ang1 permet la stabilisation des nouveaux vaisseaux sanguins, en renforçant 

l’interaction des CE avec les péricytes ou les CML, tel que démontré in vivo dans un 

modèle de souris transgénique Ang1-/- chez lequel une diminution de l’interaction des 

CE avec les cellules de support est observée20. À l’âge adulte, la liaison Ang1/Tie2 

est constitutive et essentielle au maintien de la quiescence vasculaire186, 190, 191. 
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 L’angiopoïétine-2 joue un rôle diamétralement opposé à l’Ang1 dans le 

processus angiogénique, puisque sa liaison avec le récepteur Tie2 inhibe la 

phosphorylation de ce dernier, ce qui entraîne une diminution de l’interaction des CE 

avec les cellules de support, tel que démontré par l’utilisation de souris transgéniques 

surexprimant l’Ang2129, 283. Des études in vitro ont démontré que la surexpression de 

l’Ang2 provoque la déstabilisation de l’interaction entre la monocouche de CE et 

celle des CML154. Grâce à sa fonction de déstabilisation des vaisseaux sanguins, 

l’Ang2 joue un rôle primordial dans l’initiation du bourgeonnement vasculaire mais 

également dans la régression vasculaire141, 284, 285.       

 L’importance de l’activation du récepteur Tie2 par l’Ang1 a été mise en 

évidence avec la création de souris transgéniques Ang1-/- et Tie2-/-. Les embryons de 

ces souris présentent un développement vasculaire aberrant et décèdent au stade 

embryonnaire E11 à cause d’un faible remodelage du plexus vasculaire primaire 

provoqué par un manque d’interaction entre les CE et les cellules de support20, 180, 286. 

La surexpression ciblée du gène de l’Ang1 dans la peau de souris induit un 

phénomène qui contrairement à sa délétion, est caractérisé par la présence de 

vaisseaux sanguins plus larges et des branchements vasculaires plus nombreux, qui 

sont également résistants à l’augmentation de la perméabilité vasculaire induite par le 

VEGF280.   

 Le système Ang/Tie2 joue donc un rôle important dans la régulation de 

l’interaction entre les CE et les cellules de support (péricytes/CML), étant donné que 

le remodelage vasculaire lors du processus angiogénique à l’âge adulte requiert un 

détachement progressif des CE à partir des cellules de support environnantes qui peut 

mener au bourgeonnement ou à la régression vasculaire. Le détachement progressif 

des CE requiert la présence de l’Ang2 qui empêche la stabilisation vasculaire induite 

par l’Ang1, tel que démontré par la découverte de l’expression distincte de l’Ang2 

aux sites actifs de remodelage vasculaire et dans les tumeurs hyper-vascularisées129, 

137, 287. De plus, la surexpression de l’Ang2 induite dans les CE de l’embryon crée un 

phénotype similaire à la délétion du gène de Tie2, ce qui confirme le rôle antagoniste 

de l’Ang2 dans l’angiogenèse129. Malgré le fait que l’Ang2 joue un rôle important 

dans l’angiogenèse, la délétion de son gène chez la souris induit un phénotype vivant, 
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présentant des défauts d’une sévérité moindre que le phénotype engendré par la souris 

transgénique Ang1-/-, ce qui démontre que l’Ang2 n’a pas de fonctions redondantes 

avec l’Ang1136. L’expression de l’Ang2 est augmentée de manière sélective dans les 

vaisseaux tumoraux, et ce, avant que le VEGF soit exprimé dans la tumeur, induisant 

ainsi le processus de néovascularisation en synergie avec le VEGF. L’Ang2 pourrait 

donc agir comme un antagoniste dans les environnements particuliers comme lors du 

remodelage vasculaire post-natal ou de l’angiogenèse pathologique136, 287.    

 Les nouveaux vaisseaux sanguins perdent le contact entre les CE et les CML 

voisines ainsi que leur intégrité vasculaire, lorsqu’ils sont encore au stade de 

bourgeonnement, en réponse à la présence de l’Ang2 dans leur environnement 

immédiat. Cet état de « plasticité », qui permet à l’endothélium de répondre 

activement aux signaux engendrés par les facteurs angiogéniques comme le VEGF, 

est différent de l’état quiescent de l’endothélium retrouvé dans les vaisseaux sanguins 

matures couverts par les CML, qui sont moins sensibles aux signaux du VEGF266, 288.  

Un exemple démontrant la notion de plasticité vasculaire est illustré par la capacité de 

l’Ang2 à promouvoir le bourgeonnement vasculaire en présence du VEGF, 

contrairement à sa capacité de rapidement induire la régression vasculaire en son 

absence287, 289. La phase de plasticité vasculaire pourrait permettre une fine 

modulation du nombre et de la grosseur des nouveaux vaisseaux requis par le VEGF 

et le PDGF-B, afin de favoriser leur adaptation au nouveau microenvironnement, 

étant donné que les CE sont plus enclines à l’apoptose pendant cette période290, 291.  

La régulation des CE par l’Ang1 durant cette phase d’instabilité vasculaire pourrait 

être effectuée grâce à son effet anti-apoptotique, ce qui conférerait à l’Ang1 un rôle 

indirect sur la maturation et la stabilisation des vaisseaux sanguins.    

 L’effet positif sur la survie des CE engendré par l’Ang1 seule ou en synergie 

avec le VEGF protège ces dernières contre leur entrée en apoptose231, 232, 282, 292-294.  

L’activation de la PI3K/Akt par l’Ang1 ainsi que l’attachement des CE à la MEC sont 

deux éléments primordiaux influençant la survie de ces dernières. De plus, les 

anomalies observées dans la couche de CE tapissant l’intérieur des vaisseaux 

sanguins chez les souris transgéniques Ang1-/- et Tie2-/- seraient dues à la diminution  
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Figure 4. Implication des angiopoïétines dans la vasculogenèse et l’angiogenèse.  
Le processus de vasculogenèse est caractérisé par la formation de tubes capillaires par 
l’entremise de la migration et la prolifération des CE induites par le VEGF2. Ces 
capillaires se transforment progressivement en vaisseaux sanguins de plus grand 
calibre en recrutant des péricytes et des CML (maturation de la paroi vasculaire) via 
l’activation du récepteur Tie2 par l’Ang1, et ce, de concert avec le VEGF20. L’Ang2 
provoque la déstabilisation vasculaire afin de préparer les vaisseaux sanguins au 
processus angiogénique295, 296. En absence du VEGF, l’Ang2 provoque le 
désarrimage des cellules de support vasculaires, ainsi que la mort des CE par 
apoptose, résultant en une régression vasculaire, alors qu’en présence du VEGF, le 
processus angiogénique se poursuit et le bourgeonnement de nouveaux capillaires 
peut ainsi avoir lieu297. 
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de la survie des CE, plutôt qu’à l’induction de la maturation vasculaire215, 225. En 

effet, les CE manquant le récepteur Tie2 à leur surface entrent en apoptose malgré le 

recrutement continu des cellules péri-vasculaires par les nouveaux vaisseaux 

sanguins225, 228. De plus, malgré la surexpression de l’Ang1 au niveau de la peau et 

des poumons, le recrutement des cellules de support aux néovaisseaux n’a pas été 

augmenté280, 298, 299. En comparaison, les vaisseaux sanguins dilatés bénéficiant d’une 

faible couverture en péricytes observés dans les malformations veineuses associées 

avec la surexpression du récepteur Tie2 n’ont pas atteint la maturation vasculaire 

habituellement associée avec l’expression de l’Ang1300. De plus, l’inhibition 

fonctionnelle du récepteur Tie2 dans la rétine n’a pas influencé le recrutement des 

péricytes299, même que l’Ang1 a été capable de restaurer la hiérarchie du réseau 

vasculaire en plus de diminuer l’œdème et l’hémorragie de la rétine provoquées par 

l’absence de couverture par les CML301. 

 

1.3.7 Les angiopoïétines et l’angiogenèse tumorale 

 

1.3.7.1   Rôle de l’Ang1 dans le développement vasculaire tumoral 

 L’angiopoïétine-1 est essentielle à la formation de réseaux vasculaires plus 

complexes lors de l’angiogenèse dans le cadre du développement physiologique20. De 

plus, l’Ang1 a la capacité d’induire l’angiogenèse dans les tissus ischémiques de 

façon robuste suite à sa surexpression résultant d’une transfection in vitro avec son 

gène18, 302, 303. Cependant, d’autres études ont démontré que l’Ang1 peut également 

diminuer l’angiogenèse pathologique grâce à son effet bénéfique sur la maturation 

vasculaire282, 304, 305. Ces observations contradictoires compliquent la compréhension 

du rôle que l’Ang1 peut jouer dans le développement tumoral, mais également pour le  

développement de nouvelles stratégies et cibles thérapeutiques contre le cancer.   

 L’angiogenèse tumorale est un processus essentiel à l’agrandissement des 

tumeurs solides, puisqu’au début de leur croissance ces tumeurs sont souvent 

dépourvues de vaisseaux sanguins et incapables de croître au-delà d’une certaine 

taille, n’ayant pas l’apport en nutriments et en oxygène nécessaires à leur survie74, 306, 

307. La croissance tumorale est dépendante de l’angiogenèse qui initie le 
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bourgeonnement vasculaire à partir des vaisseaux sanguins situés dans les tissus 

environnants, en sécrétant des facteurs de croissance spécifiques pour les CE, tels 

l’Ang1 et le VEGF, à partir des cellules tumorales287. Lors de l’étape du 

développement, la majorité des CE expriment le récepteur Tie2 à leur surface, cette 

expression augmentant durant les processus d’angiogenèse physiologique ou 

pathologique chez l’adulte180, 286. De nombreuses études ont observé l’expression 

différentielle des deux angiopoïétines et de leur récepteur Tie2 dans les tumeurs, ainsi 

que l’apparition d’un phénotype anormal des vaisseaux sanguins tumoraux 

caractérisé par des changements d’assemblage et de composition qui mènent à 

l’augmentation de leur perméabilité308, 309. Cependant, jusqu’à présent, les études sont 

contradictoires, démontrant à la fois des activités tant pro- qu’anti-angiogéniques des 

angiopoïétines dans le développement tumoral.      

 La hausse de l’expression de l’Ang1 observée dans certains types de cancer, 

tels les gliomes de haut grade111, 310, les carcinomes non à petites cellules du 

poumon185, les plasmocytomes311, ainsi que les cancers de l’ovaire312, du sein313, 314 et 

gastrique315 a été fortement corrélée avec le degré de malignité de la tumeur. De plus, 

la surexpression de l’Ang1 dans certains types cellulaires (HeLa, GS9L, U87, U373 

et U343), augmente la croissance tumorale de façon significative316-318. Toutefois, la 

surexpression de l’Ang1 a eu des effets anti-tumoraux significatifs dans plusieurs 

lignées cellulaires tumorales, telles que la lignée tumorale mammaire MCF-7319, la 

lignée de l’adénocarcinome de l’épithélium colique HT29305, 320, la lignée provenant 

des tumeurs d’ascites (TA3)321, la lignée tumorale des cellules squameuses (A431)304 

ainsi que dans le carcinome du poumon de Lewis321. L’effet négatif sur la croissance 

tumorale de l’Ang1 a notamment été attribué à sa capacité de recruter les cellules de 

support vasculaires, diminuant par le fait même l’expansion du réseau vasculaire 

tumoral. Les effets contradictoires de l’Ang1 sur la croissance tumorale pourraient 

s’expliquer par l’expression différentielle de certains facteurs de croissance dans les 

tumeurs analysées. Toutefois, même si les effets de l’Ang1 sur la croissance tumorale 

n’ont pas encore été complètement élucidés, l’observation la plus fréquente est 

l’amélioration de l’architecture vasculaire due à une plus grande couverture de 
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péricytes/CML, ce qui favorise la stabilité des vaisseaux sanguins et bloque par le fait 

même l’initiation du processus angiogénique322. 

 

1.3.7.2   Rôle de l’Ang2 dans le développement vasculaire tumoral 

 Dans le processus angiogénique, l’Ang2 est caractérisée par son ambivalence 

quant à son action sur le récepteur Tie2, étant capable d’agir soit comme agoniste ou 

antagoniste de ce même récepteur151, 153, 238. L’expression de l’Ang2 est finement 

modulée au niveau de la transcription, étant augmentée dans les CE localisées dans 

un environnement proangiogénique, tel que dans les sites tumoraux137, 287, 323. L’Ang2 

est reconnue pour son rôle dans l’initiation du bourgeonnement vasculaire et ce, en 

induisant la déstabilisation vasculaire par le détachement progressif des péricytes.  

Cet effet a été observé dans les vaisseaux sanguins tumoraux lorsque l’expression de 

l’Ang2 est fortement augmentée142, 145, 320, 321, 324-327. De plus, la présence de l’Ang2 

au niveau des tumeurs associée à une augmentation des métastases à l’intérieur des 

nœuds lymphatiques va de pair avec un faible pronostic de rémission, ce qui permet 

de considérer de façon importante l’Ang2 comme cible thérapeutique de choix pour 

le traitement de ces types de cancers325, 326, 328, 329. Des études ont également démontré 

que lors d’un débalancement de l’expression de l’Ang1 en faveur de l’Ang2 dans les 

tumeurs, ceci mène ultimement à l’instabilité des vaisseaux sanguins, les rendant 

malformés et non fonctionnels327, 330. Ainsi, lorsque l’Ang2 est surexprimée dans les 

carcinomes mammaires et pulmonaires ou son expression est induite dans certains 

types de gliomes, un retard dans le développement de la tumeur et la formation des 

métastases est observé316, 321.  Cependant, lorsque l’Ang2 est surexprimée dans les 

carcinomes colorectaux et gastriques, ainsi que dans les hépatomes et d’autres types 

de gliomes, une augmentation de l’angiogenèse est observée, augmentant ainsi la 

malignité de ces tumeurs142, 287, 320, 325, 331. De plus, une corrélation positive entre 

l’Ang2 et l’Ang1 est associée à une augmentation de l’agressivité de la croissance 

tumorale dans de nombreux cancers, comme dans les neuroblastomes332, les 

gliomes310, 333, les carcinomes hépatocellulaires, mammaires, pulmonaires et non à 

petites cellules du poumon143, 334-336, ainsi que les adénocarcinomes gastriques337. 
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1.3.7.3   Régulation de l’homéostasie vasculaire tumorale par le récepteur   

   Tie2 et les intégrines 

 La découverte de l’expression du récepteur Tie2 à la surface des cellules de 

différents types de tumeurs313, 317, 338-340 a augmenté le niveau de complexité quant au 

rôle des angiopoïétines dans le développement tumoral. Les mécanismes activés par 

les angiopoïétines qui modulent à la fois le remodelage, la régression ou l’intégrité 

vasculaire dans le développement tumoral, n’ont pas encore été parfaitement élucidés. 

Il est clairement établi que le réseau vasculaire tumoral est très perméable, toutefois 

seulement quelques études ont mis l’emphase sur les mécanismes intracellulaires 

régulant cette hyperperméabilité308, 341, 342. L’Ang1 a la capacité de diminuer la 

perméabilité vasculaire alors que l’Ang2 est capable, au contraire, de l’augmenter au 

niveau des tumeurs, mais les deux angiopoïétines ont une influence, bien qu’opposée, 

sur les mêmes mécanismes, soit les interactions cellule-cellule et la stabilité des 

protéines de la jonction cellulaire154, 251. Récemment, deux études ont démontré que 

l’activation du récepteur Tie2 par sa liaison à l’Ang1 active des voies de signalisation 

différentes selon la présence ou l’absence de contacts cellule-cellule, ce qui influence 

l’emplacement du récepteur Tie2 ainsi que l’environnement dans lequel il lie son 

agoniste, l’Ang1190, 191. De plus, un autre groupe de recherche a étudié les 

changements sur la morphologie vasculaire tumorale dans deux modèles murins de 

carcinome mammaire ayant des profils Ang/Tie2 distincts, suite à la surexpression de 

chacune des angiopoïétines, indépendamment de sa contrepartie. Le complexe 

Ang1/Tie2 est essentiel à l’organisation et à la stabilité vasculaire de la tumeur, alors 

que l’activité du complexe Ang2/Tie2 va à l’encontre du phénotype vasculaire 

tumoral engendré par l’Ang1327. La dynamique des contacts entre les CE est aussi 

modulée de manière opposée par l’Ang1 et l’Ang2. De plus, il est bien connu que le 

VEGF régule cette dynamique des contacts cellule-cellule en dissociant la β-caténine 

des VE-cadhérines246. Ainsi, l’expression de l’Ang1 dans la tumeur couplée à sa 

liaison au récepteur Tie2 va contrecarrer l’internalisation de la VE-cadhérine induite 

par le VEGF, restaurant ainsi la barrière endothéliale205.     
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 L’Ang1 et l’Ang2 peuvent également induire des activités biologiques 

indépendamment de leur liaison au récepteur Tie2, en formant des complexes avec 

les intégrines. Ainsi, l’activation des intégrines α5β1 et αvβ5 suite à un traitement 

avec l’Ang1 ou l’Ang2 peut induire tant la migration que la prolifération des CE239.  

La liaison de l’Ang1 avec les intégrines influence l’activité d’autres types cellulaires, 

étant notamment capable d’induire la survie des myocytes et moduler les structures 

neuronales241, 343. L’expression des intégrines à la surface des cellules tumorales 

pourrait apporter un autre niveau de complexité quant à la modulation de la 

croissance tumorale induite par les deux angiopoïétines, qui serait indépendante des 

effets suite à leur liaison avec le récepteur Tie2. Les récepteurs du VEGF sont 

également exprimés à la membrane des cellules tumorales, cependant leur implication 

dans l’angiogenèse tumorale reste indéfinie344. De plus, le VEGF possède aussi la 

capacité de lier et d’activer les intégrines à la surface des cellules endothéliales et 

tumorales et promouvoir ainsi l’angiogenèse tumorale345, 346. 

 

1.3.8 Les implications thérapeutiques des angiopoïétines 

 La famille des angiopoïétines et le récepteur Tie2 sont des cibles privilégiées 

dans le développement de nouvelles thérapies contre le cancer, notamment à cause de 

leurs implications dans l’angiogenèse et l’homéostasie vasculaire, mais également par 

leur capacité de modulation de l’inflammation, qui établit un lien très étroit avec 

l’angiogenèse. De nombreux agents pharmacologiques ciblant cette famille de 

cytokines sont présentement en cours de développement et démontrent, dans 

plusieurs études cliniques, des résultats encourageants, ainsi que des profils de 

toxicité différents des autres études impliquant des molécules anti-VEGF-A347. 

 De nombreuses études impliquant des souris transgéniques ciblant l’Ang1, 

l’Ang2 ou le récepteur Tie2 ont engendré des résultats pouvant évoquer la possibilité 

de nouvelles avenues thérapeutiques contre le cancer en utilisant les membres de la 

famille des angiopoïétines. Les nouvelles stratégies thérapeutiques contre le cancer 

sont testées au stade préclinique, en utilisant des modèles murins d’angiogenèse. Ces 

essais précliniques étudient les effets de la neutralisation de l’interaction Ang2-Tie2, 

mais également ceux de la surexpression de l’Ang2 sur l’inhibition de l’angiogenèse 
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et de la croissance tumorale144, 324. De plus, lorsque la balance de l’expression entre 

l’Ang1 et l’Ang2 est altérée vers une diminution de l’expression de l’Ang2, celle-ci 

va favoriser une hausse du niveau d’expression de l’Ang1, ce qui pourrait induire une 

augmentation de la largeur des vaisseaux sanguins tumoraux, résultant en une hausse 

de la dispersion des cellules cancéreuses et de la formation de métastases, ce qui 

éclipserait le bénéfice thérapeutique348. La concentration de l’Ang1 utilisée au niveau 

de la tumeur influence grandement le résultat net de l’angiogenèse, devenant ainsi 

d’une importance primordiale pour le développement de futures thérapies. Les 

thérapies anti-cancer utilisant les membres de la famille des angiopoïétines 

nouvellement étudiées en phase clinique ciblent soit le récepteur Tie2 (inhibiteurs des 

récepteurs tyrosine-kinase) ou les angiopoïétines (surexpression systémique ou 

inhibition par piège moléculaire). 

 

1.3.8.1   Les inhibiteurs des récepteurs tyrosine-kinase ciblant Tie2 

 Étant donné que la majorité des voies de signalisation activées par le récepteur 

Tie2 sont conséquentes à sa liaison avec l’Ang1, les inhibiteurs de tyrosine-kinase 

spécifiques contre ce récepteur pourraient représenter l’équivalent pharmacologique 

d’un piège moléculaire sélectif contre l’Ang1.  Jusqu’à présent, il n’existe pas à ma 

connaissance un type de tumeur qui serait exclusivement dépendant de l’activation du 

récepteur Tie2 pour sa progression et donc, la justification clinique de l’usage d’un tel 

inhibiteur reste à valider. Des nombreuses études qui ont testé une panoplie 

d’inhibiteurs de tyrosine-kinase sélectifs pour le récepteur Tie2, seulement un nombre 

restreint a été assez efficaces pour être étudiés au stade clinique. Le CE-245677, un 

inhibiteur sélectif du récepteur Tie2 et du récepteur tyrosine kinase A (TRKA) utilisé 

dans une étude clinique de phase I, a été discontinué après que des effets secondaires 

majeurs ont été observés, possiblement associés à l’inhibition du TRKA349. Une étude 

clinique de phase I portant sur l’utilisation d’un inhibiteur du récepteur Tie2 et des 

récepteurs du VEGF, le CEP-11981, est actuellement en cours. La présente étude a 

pour but de déterminer la dose maximale tolérée chez les patients ayant développé 

des tumeurs solides au stade avancé (Essai clinique #NCT00875264, États-Unis). 
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1.3.8.2   Les pièges moléculaires contre les angiopoïétines 

 Le système Ang-Tie possède une caractéristique unique parmi les familles des 

RTK, étant donné qu’il possède un récepteur ayant deux ligands qui ont la capacité 

d’agir soit en tant qu’agoniste ou antagoniste du récepteur Tie2. De plus, l’Ang1 et 

l’Ang2 peuvent induire des activités biologiques différentes dépendamment de 

l’environnement dans lequel ils sont exprimés. Malgré sa complexité, ce système peut 

fournir une cible unique pour la modulation du microenvironnement tumoral, ainsi 

que des nombreux processus impliqués dans la croissance tumorale.     

 L’Ang1 joue un rôle crucial dans le maintien de la stabilité vasculaire, 

empêchant ainsi le développement de l’inflammation. L’Ang1 a la capacité d’induire 

la stabilisation des vaisseaux sanguins tumoraux, mais ce phénomène pourrait être 

autant bénéfique que néfaste pour la croissance tumorale lorsque les vaisseaux 

sanguins sont préexistants ou en phase de croissance. La surexpression de l’Ang1 par 

transfection stable dans des lignées cellulaires tumorales (MCF-7, HT-29, A431) a 

inhibé la croissance tumorale suite à l’augmentation de la couverture en péricytes des 

vaisseaux sanguins tumoraux304, 305, 319, 350. Cependant, lorsque l’Ang1 a été 

administrée de façon systémique dans un modèle murin ayant des cellules tumorales 

du poumon sous-cutané, la formation de métastases aux poumons, ainsi qu’un 

élargissement significatif des vaisseaux sanguins tumoraux ont été observés, sans 

toutefois affecter la densité de ces vaisseaux348. L’Ang1 peut moduler de façon 

différente les CE dépendamment de leur état soit quiescent ou de migration et de 

prolifération, expliquant ainsi l’induction de la prolifération de CE isolées et la 

création des foyers métastasiques suite à sa surexpression systémique dans ce modèle 

murin190, 191, 351. Les observations faites durant ces études font en sorte que 

l’administration de l’Ang1 de manière systémique ne peut encore être considérée 

pour le développement d’une thérapie anti-tumorale, puisque ce type d’administration 

pourrait induire des métastases, malgré une augmentation de la stabilisation 

vasculaire et du potentiel d’inhibition de la croissance tumorale.  
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1.4 L’inflammation et l’angiogenèse 
 Les vaisseaux sanguins doivent constamment s’accommoder afin de répondre 

aux besoins en nutriments et oxygène des tissus environnants. Cette adaptation est 

nécessaire tant lors de processus physiologiques, tels la réparation tissulaire suivant 

une blessure ou le remodelage musculaire pendant l’exercice physique, que lors des 

pathologies, telles la croissance tumorale ou l’athérosclérose352, 353. Ces événements 

requièrent une modulation subtile du remodelage de la paroi vasculaire, qui mène à 

l’induction de l’angiogenèse dans les lits vasculaires concernés. L’angiogenèse est 

souvent précédée par le processus inflammatoire, qui induit le remodelage de la MEC 

et l’infiltration des leucocytes au site angiogénique353. 

 

1.4.1 La réponse inflammatoire 

 La réponse inflammatoire est la réaction biologique rapide des vaisseaux 

sanguins suite à la perte de l’intégrité des tissus causée par des lésions physiques, 

chimiques ou organiques. Cette réaction débute par l’inflammation aiguë, qui peut 

soit éliminer l’agent pathogène et se résorber au bout de quelques heures/jours 

(guérison) ou bien se prolonger au-delà de quelques jours/mois/années et provoquer 

la destruction tissulaire, devenant ainsi de l’inflammation chronique, qui est par 

définition un dérèglement de l’inflammation aiguë. 

 

1.4.1.1   L’inflammation aiguë 

 Les principaux éléments déclencheurs de la réponse inflammatoire aiguë sont 

les infections, les lésions tissulaires ou bien le stress et la dysfonction tissulaire. 

L’inflammation aiguë joue un rôle bénéfique, étant impliquée dans la défense contre 

l’invasion de pathogènes et la réparation tissulaire, en plus de promouvoir un retour à 

l’homéostasie vasculaire354. 

 Les premières manifestations perceptibles de l’inflammation aiguë sont la 

rougeur, la chaleur, la douleur et l’œdème. Parallèlement à ces événements, 

l’activation des leucocytes tissulaires (mastocytes et macrophages) cause la relâche 

locale d’agents proinflammatoires, tels le VEGF, l’oxyde nitrique, les angiopoïétines, 

l’IL-8, le PAF et le NO qui induisent une réponse vasculaire caractérisée par une 
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brève période de vasoconstriction, suivie par une hyperperméabilité des vaisseaux 

sanguins au site de l’inflammation accompagnée par l’œdème et la transmigration des 

cellules inflammatoires vers les tissus. Suite à cette extravasation, la suite de la 

réponse inflammatoire aiguë est dépendante de la formation d’une MEC provisoire à 

partir de protéines plasmatiques ainsi que de l’infiltration des leucocytes dans 

l’espace sous-endothélial. Ces événements permettent le recrutement des neutrophiles 

et des monocytes au site inflammatoire et la surexpression de médiateurs systémiques 

de l’inflammation, comme les membres de la cascade du complément, la bradykinine, 

les membres de la cascade de coagulation et le fibrinogène355. Les différents types de 

leucocytes recrutés sont activés au site inflammatoire et procèdent à la destruction et 

à l’élimination des agents pathogènes, pour ensuite laisser la place à la réparation 

tissulaire354. De plus, l’inflammation aiguë peut à son tour induire l’angiogenèse, 

comme dans le cas de la guérison d’une blessure cutanée, caractérisée par une 

augmentation de la néovascularisation356. Finalement, la réparation tissulaire va 

engendrer une régression des vaisseaux sanguins nouvellement formés, faisant 

disparaître progressivement l’inflammation et favorisant un retour à l’homéostasie. 

 

1.4.1.2   La résolution de l’inflammation aiguë 

 Suite à l’élimination des pathogènes ayant causé de l’inflammation aiguë, des 

mécanismes provoquant la résolution de cet état inflammatoire sont mis en place au 

site de l’inflammation. Le processus par lequel l’état inflammatoire fait place à 

l’homéostasie vasculaire est un processus actif et ce sont les neutrophiles qui jouent 

un rôle primordial dans la réparation tissulaire et la guérison suite à une agression 

pathogénique, chimique ou physique357. Trois principaux médiateurs pouvant être 

synthétisés par les neutrophiles sont impliqués dans la résolution de l’inflammation 

aiguë, soit les lipoxines, les résolvines et les protectines357. 

 Les lipoxines sont des médiateurs lipidiques ayant la capacité d’inhiber 

l’infiltration des neutrophiles au site inflammatoire et d’augmenter l’infiltration des 

monocytes sans toutefois induire la relâche de chimiokines357. De plus, les lipoxines 

peuvent également augmenter la destruction des neutrophiles apoptotiques358, induire 

les mécanismes de défense antibactériens359, 360 et la phagocytose des fragments 
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cellulaires par les macrophages361. L’expression des lipoxines est induite par des 

agents proinflammatoires, tels l’INF-γ, l’IL-4 et l’IL-1β362. L’action globale des 

lipoxines s’observe surtout par la diminution du recrutement des neutrophiles, en 

bloquant la chimiotaxie et l’adhésion aux CE de ces derniers362. 

 Les résolvines sont des molécules possédant des propriétés anti-

inflammatoires, étant capables de bloquer la synthèse de médiateurs 

proinflammatoires363. Ces agents sont dérivés soit de l’acide eicosapentanoïque (RvE) 

ou de l’acide docosahexanoïque (RvD)363. Ils sont également capables de réguler le 

recrutement des leucocytes au site inflammatoire, d’inhiber la migration et 

l’infiltration des neutrophiles363, 364 et de réduire l’expression des cytokines dans les 

cellules de la microglie365. 

 Finalement, les protectines sont également des dérivées de l’acide 

docohexanoïque et ont un rôle anti-inflammatoire et protecteur dans le tissu neuronal. 

Ces molécules sont principalement synthétisées par les cellules gliales, agissant de 

manière autocrine sur ces mêmes cellules en diminuant l’expression des cytokines365. 

Parmi les autres actions des protectines, nous pouvons dénoter leur capacité d’inhiber 

l’infiltration des neutrophiles359, 365, de diminuer le dommage de la rétine et de la 

cornée366, ainsi que le dommage provoqué par un accident vasculaire cérébral367. De 

plus, il a été démontré que les protectines peuvent accélérer la guérison de blessures 

dans un modèle murin368. 

  

1.4.1.3   L’inflammation chronique 

 Lorsque la régression vasculaire qui met normalement fin à l’inflammation 

aiguë n’est pas induite, des mécanismes de rétroaction positive vont être activés entre 

les nouveaux vaisseaux sanguins et les leucocytes infiltrés dans les tissus, 

promouvant une prolongation et exacerbation de la réponse inflammatoire, qui va être 

caractérisée comme de l’inflammation chronique369.  

 La réponse inflammatoire chronique peut être déclenchée suite à une 

inflammation aiguë, à la persistance d’un virus ou d’une bactérie dans les tissus, à 

l’exposition prolongée à des agents toxique ou suite à l’induction d’une réponse 

autoimmune370. Les cellules participant à l’inflammation chronique sont 
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principalement les macrophages, les lymphocytes et les plasmocytes. Ces cellules 

induisent à long terme une boucle de rétroaction positive de l’état inflammatoire, 

menant à sa persistance et à la destruction tissulaire pendant des mois, voire des 

années. Étant donné que l’état inflammatoire chronique persiste aussi longtemps, il 

n’y a pas de réparation tissulaire au site de l’inflammation, toutefois nous assistons à 

une « pseudo-réparation » des tissus endommagés qui consiste en une prolifération de 

fibroblastes et collagène parsemée de néovaisseaux assurant leur survie à long terme. 

Ce phénomène est néfaste lorsque l’inflammation chronique subsiste dans un organe 

du corps humain, étant donné que l’on assiste ultimement à la perte fonctionnelle de 

cet organe, ces cellules fonctionnelles étant détruites et remplacées par du tissu 

conjonctif et fibreux. Des exemples de perte fonctionnelle d’un organe sont retrouvés 

dans des pathologies comme l’insuffisance rénale chronique, la cirrhose du foie et la 

fibrose pulmonaire. D’autres pathologies inflammatoires chroniques, telles que 

l’athérosclérose, l’arthrite rhumatoïde et le psoriasis sont également causées par un 

débalancement entre la réparation tissulaire et la réponse inflammatoire soutenue, 

deux activités influencées par la composition et la fréquence de renouvellement de la 

MEC371. 

 

1.4.2 Cellules impliquées dans la réponse inflammatoire 

 L’inflammation est un processus qui agit selon l’interaction entre les cellules 

présentes au site inflammatoire, modulée par des signaux biochimiques qui initient et 

maintiennent la réponse de l’hôte aux diverses blessures des tissus. Les neutrophiles 

sont les premières cellules recrutées au site de l’inflammation grâce à l’activation de 

leurs récepteurs membranaires par des cytokines chimiotactiques, qui induisent leur 

migration dans les tissus inflammés372, 373. Les mastocytes, qui sont des cellules 

inflammatoires présentes dans les tissus conjonctifs et les muqueuses, ont également 

un rôle significatif au début du processus inflammatoire, ayant la capacité d’induire la 

relâche d’histamine, de cytokines, de protéases et d’eicosanoïdes dans 

l’environnement inflammatoire374. L’importance de ces médiateurs est sans 

équivoque, puisqu’ils induisent la vasodilatation et l’œdème, promouvant davantage 

le recrutement des cellules inflammatoires ainsi que leur adhésion à l’endothélium375. 
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De nombreuses cytokines et chemokines proinflammatoires, incluant les membres de 

la famille des interleukines (IL), de l’interféron (IFN), ainsi que le TNF-α, sont 

synthétisées et relâchées en grande quantité par différentes cellules présentes au site 

inflammatoire, activant ainsi leurs récepteurs respectifs situés à la surface 

membranaire des cellules immunitaires372, 373.  L’activation de ces récepteurs induit 

les voies de signalisation intracellulaire qui ont la capacité de réguler la morphologie 

et la migration cellulaire. Ensuite, les monocytes guidés par des signaux 

chimiotactiques migrent aux sites inflammatoires et se différencient en cellules 

dendritiques et en macrophages376. Les cellules dendritiques et les macrophages 

synthétisent à leur tour des facteurs de croissance et cytokines qui sont capables de 

moduler l’activité de plusieurs types de cellules situées dans l’environnement 

inflammatoire local, telles les CE, les cellules épithéliales et les cellules originaires 

du mésenchyme371. Lorsqu’un dommage tissulaire ou une infection survient, les 

macrophages et les mastocytes relâchent des cytokines qui participent au remodelage 

tissulaire et au recrutement de leucocytes additionnels. Les cellules dendritiques 

captent ensuite les antigènes des organismes intrusifs, entrent dans leur phase de 

maturation et se retrouvent dans les ganglions lymphatiques pour induire la 

production des cellules de l’immunité adaptative. La maturation des cellules 

dendritiques est accélérée par les cellules Natural Killer (NK), qui font la liaison 

entre l’immunité innée et adaptative371. Contrairement aux cellules dendritiques, les 

cellules B, les cellules T CD4+ helper et CD8+ cytotoxiques sont activées suite à la 

liaison d’un seul antigène, étant par la suite clonées et multipliées afin de synthétiser 

des anticorps qui vont contribuer à la réponse immunitaire spécifique377.  Le 

processus inflammatoire est régulé par la balance de l’expression des facteurs pro- et 

anti-inflammatoires, qui coexistent au site du dommage tissulaire. Le passage de la 

réponse inflammatoire vers le processus de guérison est modulé par des signaux anti-

inflammatoires locaux, qui sont cependant redondants, rapides et réversibles378.  

Ainsi, lorsque la concentration de molécules proinflammatoires excède celle de leur 

contrepartie anti-inflammatoire, l’inflammation est exacerbée. Le débalancement 

ainsi créé induit une augmentation de la synthèse de protéases, protéoglycans, 
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médiateurs lipidiques et prostaglandines, qui redonnent plus de vigueur au processus 

inflammatoire379, 380. 

 

1.4.3 Médiateurs impliqués dans l’inflammation  

 Les processus inflammatoire et angiogénique sont deux processus 

complémentaires et interdépendants, puisque chacun des processus ne peut être viable 

de façon indépendante. L’hypoxie, un stimulus commun pour ces deux processus, 

induit l’accumulation de leucocytes, tels les neutrophiles, les monocytes et les 

macrophages381 et augmente la production de nombreux facteurs de croissance, 

cytokines et chimiokines12, 14, 29, 74, 382, 383. Les leucocytes modulent le processus 

inflammatoire en relâchant des agents proinflammatoires qui agissent de manière 

directe ou indirecte sur les CE14, 374-376, 380, 382, 384, 385.  De plus, l’angiogenèse favorise 

la continuité du processus inflammatoire, en permettant l’augmentation de la 

concentration d’oxygène et de nutriments nécessaires aux besoins métaboliques des 

cellules présentes au site de l’inflammation. 

 Au niveau moléculaire, l’interaction entre l’inflammation et l’angiogenèse est 

modulée en premier lieu par la production de l’oxyde nitrique via l’activation de la 

iNOS dans les cellules inflammatoires, induisant la dilatation et la perméabilité 

vasculaire, qui sont des processus favorisant l’extravasation des leucocytes373. Les 

cytokines et chimiokines proinflammatoires relâchées pendant l’inflammation 

activent également les CE avoisinantes dans le but de recruter les leucocytes 

circulants et d’amplifier le processus inflammatoire.  

 Un des premiers médiateurs synthétisés par les CE, les monocytes386, 387 et les 

neutrophiles183, 388, 389 durant l’inflammation est le PAF. Ce dernier est un lipide ayant 

la capacité d’induire la perméabilité vasculaire, l’agrégation plaquettaire et la survie 

cellulaire390, 391, en plus de stimuler la synthèse de l’interleukine-8 par les 

neutrophiles humains392. Ces activités biologiques proinflammatoires et 

angiogéniques sont induites via l’activation des récepteurs intra- et extracellulaires du 

PAF, retrouvés au niveau des CE et des neutrophiles393-395. Globalement, le PAF joue 

un rôle primordial dans l’inflammation, étant un des principaux inducteurs de la 

perméabilité vasculaire, ayant la capacité d’induire la synthèse et la relâche de l’IL-8 
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par les neutrophiles et augmentant la survie des neutrophiles au site inflammatoire390, 

396. 

 Le Tumor Necrosis Factor – α (TNF-α) est une cytokine proinflammatoire 

synthétisée et relâchée principalement par les macrophages, mais également par les 

CE et les fibroblastes397-400. Le TNF-α induit la migration des neutrophiles401, 402, 

augmente l’expression des molécules d’adhésion à la surface des CE, tels l’ICAM, le 

VCAM et la E-sélectine403 et possède la capacité de promouvoir la phagocytose chez 

les macrophages404. Ainsi, le rôle du TNF-α dans l’inflammation est de faciliter la 

migration des neutrophiles, ainsi que de promouvoir leur adhésion et transmigration à 

travers la couche endothéliale. De plus, le TNF-α augmente la perméabilité vasculaire 

et facilite l’agrégation plaquettaire, ce qui aide à contenir l’inflammation405, 406. 

 La famille de l’interleukine-1 (IL-1) est impliquée fortement dans la 

régulation de l’inflammation. Le membre le plus caractérisé de cette famille est l’IL-

1β, qui est synthétisée et relâchée principalement par les monocytes, les macrophages 

tissulaires et les cellules dendritiques407. La particularité de l’IL-1β est son unique 

capacité de stimuler la synthèse de sa protéine via la liaison à son propre récepteur de 

type Toll (TLR)407. Toutefois, des stimuli aussi variés que l’hypoxie, le facteur du 

complément C5a et l’adhésion des leucocytes peuvent induire la synthèse d’ARNm 

de l’IL-1β, sans que sa protéine soit synthétisée408. L’IL-1β a la capacité d’induire la 

synthèse de la PGE2, du PAF et du NO407, provoquant une vasodilatation locale. De 

plus, l’IL-1β augmente également l’expression de VCAM-1 à la surface des CE, 

favorisant l’adhésion des neutrophiles, en plus d’être un facteur proangiogénique, 

induisant la formation de métastases409. Cette interleukine promeut aussi la 

différenciation des cellules myéloïdes dans la moelle osseuse et stimule la synthèse 

de l’IL-6410, 411. Ainsi, l’IL-1β joue un rôle dans la perméabilité vasculaire et 

l’adhésion des leucocytes aux CE en plus d’induire la différenciation des cellules 

myéloïdes. 
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1.4.4 L’interleukine-8 

 

1.4.4.1   Découverte et expression de l’IL-8 

 L’interleukine-8 (IL-8 ou CXCL-8) a été identifiée en 1987 comme une 

chimiokine (cytokine chimiotactique possédant un poids moléculaire compris entre 8 

et 14 kDa) de la famille des CXC (chimiokines possédant un acide aminé entre les 

deux premières cystéines) ayant la capacité d’activer les neutrophiles en les dirigeant 

et en augmentant leur mobilité, ainsi que la production d’espèces réactives oxygénées 

(ROS) et l’expression de molécules d’adhésion membranaires, de même qu’en 

provoquant leur dégranulation412, 413. L’IL-8 est synthétisée sous forme d’un 

précurseur de la forme finale composé de 99 acides aminés, étant sécrétée comme un 

peptide de 79 acides aminés après le clivage de la partie N-terminale de la forme 

mature. Ensuite, le clivage extracellulaire de l’IL-8 donne naissance à plusieurs 

isoformes biologiquement actifs contenant quatre résidus cystéine qui forment deux 

ponts disulfide, dont le plus puissant et prédominant est constitué de 72 acides 

aminés412, 414, 415. Finalement, l’IL-8 forme un dimère résistant aux peptidases 

plasmatiques, à des températures au-delà de 37ºC, aux pH extrêmes et autres 

traitements dénaturants, mais qui est rapidement inactivé lors de la réduction des 

ponts disulfide412.           

 Plusieurs types cellulaires synthétisent et emmagasinent l’IL-8, dont les 

monocytes et les macrophages.  En relâchant l’IL-8 emmagasinée, les macrophages 

induisent le recrutement des monocytes et des neutrophiles, deux des principaux 

leucocytes impliqués dans la réponse inflammatoire aiguë416-418. Le recrutement des 

neutrophiles se produit à partir d’une concentration élevée en chemokines qui crée 

ainsi un gradient chimiotactique,  causant le mouvement des cellules inflammatoires 

(neutrophiles, monocytes) vers le site de l’inflammation419. In vivo, le gradient 

chimiotactique peut être développé par la liaison et l’ancrage de l’IL-8 aux protéines 

de la membrane basale, aidant également à orienter les cellules vers le site 

inflammatoire et à les retenir sur place416-419. Les neutrophiles, les lymphocytes, les 

fibroblastes et les kératinocytes ont également la capacité de synthétiser et relâcher 

l’IL-8 dans des environnements inflammatoires420-422. 
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1.4.4.2   Régulation génique de la synthèse de l’IL-8 

 La synthèse protéique de l’IL-8 est dépendante de la capacité des différents 

stimuli à induire la synthèse de son ARNm au niveau génique. En conditions 

physiologiques, l’IL-8 est faiblement secrétée par des cellules non stimulées, 

cependant sa synthèse et sa relâche sont rapidement augmentées par différents agents, 

telles des cytokines proinflammatoires comme le TNF-α ou l’IL-1423, 424, des 

fragments de bactéries425, 426 ou de virus427, 428 et quelquefois par le stress cellulaire429-

431. De façon remarquable, certaines cytokines tel le TNF-α ou l’IL-1 sont capables 

d’augmenter la synthèse de l’IL-8 à des niveaux 100 fois supérieurs aux valeurs 

basales423, 424, 428, 431, alors que l’EGF ou certaines bactéries induisent des 

augmentations plus modestes de la relâche de l’IL-8425, 426, 432.  

 L’induction de la transcription génique de l’IL-8 suite à un stimulus a été 

démontrée en effectuant des nuclear run-on, une technique pour mesurer les 

changements dans le taux de transcription d’un gène donné423, 424. La transcription du 

gène de l’IL-8 est régulée par un promoteur localisé dans la région 5’ de l’ADN qui 

contient des sites de liaison pour plusieurs facteurs de transcription, dont le NF-κB 

qui est un facteur important, mais pas essentiel433-437, dans l’induction du gène de 

l’IL-8 dans différents types cellulaires. Le NF-κB est un facteur de transcription 

dimérique qui comprend 5 sous-unités, soit NF-κB1, NF-κB2, c-REL, REL A et REL 

B438. Le NF-κB est immobilisé au niveau du cytoplasme via sa liaison avec la famille 

de protéines inhibitrices IκB. Toutefois, la phosphorylation de l’IκB mène à son 

ubiquitination et ultérieurement à sa dégradation par le protéasome, libérant ainsi le 

facteur NF-κB et lui permettant de transloquer au noyau et de se lier au site du 

promoteur transcriptionnel de l’IL-8. Ce processus est essentiel à l’activation du NF-

κB, mais son activité transcriptionnelle maximale requiert également la 

phosphorylation de ses sous-unités, ainsi que leur liaison à des coactivateurs438, 439. Le 

promoteur de l’IL-8 contient également des sites de liaison pour deux autres facteurs 

de transcription dont l’activating protein - 1 (AP-1) et le CAAT/enhancer-binding 

protein (C/EBP). Ces deux facteurs ont la capacité de potentialiser la transcription du 

gène de l’IL-8, maximisant ainsi la synthèse de l’ARNm et de sa protéine dans 

plusieurs types cellulaires423-428, 440-444.       
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 Les agents proinflammatoires induisant la synthèse de l’IL-8 peuvent activer 

certaines protéines kinases qui ont la capacité de moduler l’activité des facteurs de 

transcriptions NF-κB ou AP-1. L’étape limitante dans l’activation du NF-κB, soit la 

dégradation protéique du IκB, est régulée par les IκB kinases (IKKα/β et IKKγ) qui 

phosphorylent spécifiquement deux sérines (Ser 32/36) adjacentes sur l’IκB445. Les 

voies de signalisation de la c-JUN N-terminal kinase (JNK) et du NF-κB jouent un 

rôle primordial dans la régulation de l’IL-8 inductible, puisque l’inhibition de l’une 

de ces voies parallèlement à l’activation de l’autre, induit une inhibition presque 

complète de la sécrétion de l’IL-8432, 446.  

 Les sites de liaison pour les facteurs de transcription NF-κB et AP-1 sont 

localisés à proximité (moins de 200 paires de bases) du promoteur de l’IL-8443, 446, 

suggérant la présence d’un complexe nucléoprotéique multiple. L’analyse de ce 

complexe, dénommé enhanceosome, a été tout d’abord effectuée de façon détaillée 

pour l’interféron (IFN)-β447, 448. Le but de ce complexe est de fournir une surface 

composée de plusieurs protéines qui va promouvoir un contact optimal avec la 

machinerie transcriptionnelle située du côté de l’ADN, menant ainsi à une 

transcription génique maximale449. En conditions physiologiques, la synthèse et la 

relâche de l’IL-8 par les leucocytes sont très faibles, dues notamment à la présence du 

site de liaison NF-κB repressor element (NRE), localisé à l’intérieur du site de liaison 

génique du NF-κB, qui permet au facteur de répression NF-κB repressor factor 

(NRF) de s’y lier et d’inhiber ainsi la transcription génique de l’IL-8 en absence de 

stimulation. Cependant, lorsque les cellules sont stimulées par l’IL-1, ce même NRF 

augmente la transcription de l’IL-8, tel que démontré par l’utilisation d’un ARN 

antisens contre le NRF dans les cellules HeLa446. Ces données suggèrent que le NRF 

joue un rôle ambivalent dans la transcription de l’IL-8. 
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Figure 5. Voies de signalisation intracellulaires régulant le gène de l’IL-8. En 
conditions quiescentes, l’expression de l’IL-8 est faible, grâce à la présence du 
facteur de répression NRF qui empêche la transcription du gène de l’IL-8 en son 
ARNm446. Lorsque les cellules sont stimulées par des cytokines telle l’IL-1 ou le 
TNF-α, les voies de signalisation telles que ERK, JNK et MEKK1 sont activées, ce 
qui résulte en une activation de plusieurs facteurs de transcription nucléaires 
(CBP/p300, AP-1, NF-κB) qui sont transloqués au noyau et induisent la transcription 
du gène de l’IL-8439, 446, 450. De plus, l’activation en parallèle de la p38 MAPK mène à 
la stabilisation de l’ARNm de l’IL-8 nouvellement synthétisée et induit sa traduction 
en protéine451. (D’après Hoffmann et al., J Leukoc Biol. 2002 Nov;72(5):847-55.) 
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1.4.4.3   Récepteurs et signalisation de l’IL-8 : rôle dans l’inflammation 

 L’interleukine-8 régule de nombreuses activités biologiques via sa liaison à un 

de ses deux récepteurs extracellulaires couplés aux protéines G, soit le CXCR1 ou le 

CXCR2452, 453. L’activité chimiotactique des récepteurs de l’IL-8 est modulée par leur 

couplage à la protéine Gαi454, 455, toutefois d’autres protéines de la famille Gα peuvent 

réguler d’autres réponses biologiques induites par les récepteurs de l’IL-8456. Le 

CXCR1 et le CXCR2 démontrent des propriétés pharmacologiques distinctes quant à 

leur association au ligand. Le CXCR1 est activé uniquement suite à sa liaison avec 

l’IL-8 ou la protéine chimiotactique des granulocytes-2 (GCP-2). D’un autre côté, le 

CXCR2 est activé par de multiples chemokines de la famille CXC, incluant les 

oncogènes reliés à la croissance (GROα, β et γ), le neutrophil activating peptide et le 

GCP-2457. 

 La phosphatidyl-inositol-3 kinase (PI3K) est une des principales cibles des 

sous-unités hétéro-trimériques Gαi et βγ. De plus, la PI3K a été caractérisée comme 

une voie majeure impliquée dans l’induction de la chimiotaxie des neutrophiles par 

l’IL-8, grâce à sa capacité d’induire une augmentation de la phosphorylation de son 

substrat sérine/thréonine kinase, l’Akt/PKB458. L’IL-8 a également la capacité 

d’activer la voie de signalisation des MAPK, qui englobe des sérine/thréonine kinases 

colocalisées suite à leur interaction avec des protéines d’échafaudage à proximité des 

récepteurs de la surface membranaire. Les substrats spécifiques à ces kinases activent 

des cascades signalétiques distinctes, dont la voie Raf-1/MAP/ERK. La stimulation 

avec l’IL-8 induit la phosphorylation de la « Extracellular Regulated Kinase » (ERK) 

1/2 dans les neutrophiles459 et les cellules tumorales460-462. Chez les neutrophiles, 

l’activation de la PI3K est considérée comme une étape intermédiaire clé dans 

l’induction de la voie de signalisation de la MAPK par les récepteurs de l’IL-8459.  

L’activation de la MAPK par l’IL-8 augmente la survie des neutrophiles463 et induit 

également la prolifération des CE464 et des cellules provenant de lignées tumorales460-

462, 465-467. De plus, la phosphorylation de la ERK suite à l’activation des récepteurs de 

l’IL-8 augmente l’activité des facteurs de transcription E2F et AP-1, reconnus pour 

induire la transcription de plusieurs gènes impliqués dans la prolifération cellulaire.  

La stimulation des cellules PC3 avec l’IL-8 in vitro a également permis de démontrer 
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la capacité de cette interleukine à induire la phosphorylation de la p38 MAPK, qui 

semble induire la prolifération de ces cellules468. 

   Le couplage aux protéines Gαi chez les récepteurs CXCR induit l’activation 

de la phospholipase C (PLC) suite à une stimulation par l’IL-8469. Une fois activée, la 

PLC fragmente les lipides membranaires en diacylglycérol (DG) et en inositol 

triphosphate (IP3), induisant ainsi la mobilisation du calcium intracellulaire et 

l’activation de la protéine kinase C (PKC)469. De plus, la stimulation des neutrophiles 

avec l’IL-8 induit la phosphorylation de plusieurs isoformes de la PKC, incluant le 

PKCα, PKCβI et PKCβII, qui participent à la régulation de la sécrétion cellulaire, du 

métabolisme oxydatif et de l’adhésion cellulaire dépendante du récepteur Mac-1 

(CD11b/CD18), localisé à la surface des neutrophiles470, 471.   

 L’interleukine-8 possède la capacité de lier et d’activer les récepteurs tyrosine 

kinase présents à la surface des cellules cancéreuses et endothéliales, menant ainsi à 

l’induction de plusieurs voies signalétiques. La stimulation avec l’IL-8 peut ainsi 

activer le récepteur de l’EGF dans le cancer de l’ovaire et les CE vasculaires, 

induisant la signalisation de la MAPK472. Récemment, un groupe de chercheurs a 

démontré que l’IL-8 induit la phosphorylation du VEGFR2 dans les CE par 

l’intermède de l’association physique du VEGFR2 avec les récepteurs CXCR-1 ou 

CXCR-2 activés préalablement par l’IL-8, régulant ainsi la perméabilité de la barrière 

endothéliale473. Les protéines tyrosine kinase qui ne sont pas associées à un récepteur 

peuvent également agir comme intermédiaires des voies de signalisation activées par 

l’IL-8. Les membres de la famille des kinases Src et focal adhesion kinase (FAK) 

sont activés en amont suite à l’induction des diverses voies de signalisation par l’IL-8 

dans les cellules tumorales474-477. Les petites GTP-ases de la famille Rho jouent un 

rôle clé dans la régulation du cytosquelette d’actine.  Les récepteurs de l’IL-8, 

CXCR1 et CXCR2, peuvent activer de manière différente deux GTP-ases, membres 

de la famille Rho. Le récepteur CXCR1 induit de manière rapide l’activité de la Rho-

GTP-ase, tandis que le CXCR2 induit l’activation plus tardive de la Rac-GTP-ase456.  

L’IL-8 induit ainsi la migration cellulaire via la polymérisation du cytosquelette 

d’actine qui provoque la rétraction du cytosquelette cellulaire456, 475.    

  



                                                                                                                                   49                                              

 L’activité de plusieurs facteurs de transcription est augmentée en réponse à 

l’activation des récepteurs CXCR. La signalisation induite par l’IL-8 et GROα 

augmente l’activité du facteur de transcription NF-κB dans le mélanome478. De plus, 

suite à sa liaison au CXCR2, l’IL-8 peut également induire la phosphorylation de la 

protéine JNK-2, un activateur de la transcription479. Les voies signalétiques activées 

par le complexe IL-8/CXCR peuvent ainsi induire des changements rapides dans 

l’expression protéique, par l’entremise de la régulation des protéines associées à la 

traduction.  

 L’expression des récepteurs de l’IL-8 à la surface des CE, cellules tumorales, 

neutrophiles et macrophages associés aux tumeurs pourrait suggérer que la sécrétion 

de l’IL-8 à partir des cellules tumorales aurait un effet marqué sur le 

microenvironnement tumoral. L’activation des récepteurs de l’IL-8 endothéliaux 

induit une réponse angiogénique en augmentant la survie et en induisant la 

prolifération et la migration des CE457, 464. De plus, l’expression intra-tumorale de 

l’IL-8 joue un rôle clé dans l’infiltration des neutrophiles dans l’environnement 

tumoral, qui peut ultimement mener à la formation de métastases480. Les lignées 

cellulaires tumorales et les biopsies de certains cancers peuvent exprimer le récepteur 

CXCR1 ou CXCR2, ce qui suggère que les cellules tumorales sont soumises à une 

activation autocrine ou paracrine des récepteurs de l’IL-8, qui a été associée avec la 

prolifération465-467, la migration et la transmigration cellulaire481-483 ainsi qu’avec une 

contribution dans l’évasion des cellules tumorales au processus d’apoptose induit par 

les stress484.   L’expression de l’IL-8 corrèle avec l’angiogenèse, la formation de 

tumeurs et le potentiel métastatique de plusieurs cancers solides dans plusieurs 

modèles in vivo485-490. 
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1.5 Les neutrophiles 
 Les neutrophiles sont des cellules qui jouent un rôle essentiel dans les 

mécanismes de défense contre l’invasion et la prolifération des bactéries ou des virus 

dans notre organisme491. Les neutrophiles, dont leur genèse et leur différenciation 

sont localisées dans la moelle osseuse, ont une demi-vie dans la circulation sanguine 

qui avait initialement été établie à quelques heures492, toutefois, une étude récente a 

démontré que l’espérance de vie des neutrophiles circulants peut s’échelonner jusqu’à 

5 jours493. Lorsque les micro-organismes arrivent à percer la première barrière 

physique, telle la peau ou les muqueuses, et ainsi gagner l’accès aux tissus sous-

jacents, ils activent localement, de pair avec les macrophages résidants aux sites de 

l’infection, les CE qui vont favoriser l’adhésion des neutrophiles circulants, via 

l’augmentation de l’expression des molécules d’adhésion endothéliales, pour que 

ultimement ces derniers transmigrent à travers la monocouche endothéliale494, 495. Les 

molécules exprimées à la surface de ces micro-organismes interagissent avec 

différents récepteurs localisés à la surface membranaire des neutrophiles, tels les 

récepteurs Fc et β2-intégrine, ce qui permet aux neutrophiles de phagocyter et 

éliminer la plupart des organismes par l’exposition à de fortes concentrations de 

substances bactéricides dans la vacuole phagocytique496, 497. De plus, les neutrophiles 

localisés dans les tissus vont synthétiser et relâcher d’autres agents chimiotactiques 

afin de recruter davantage de neutrophiles, macrophages et cellules T au site 

inflammatoire498. 

 

1.5.1 Genèse des neutrophiles : la myélopoïèse 

 La myélopoïèse, se définissant comme étant la production de monocytes et de 

granulocytes (neutrophiles, basophiles, éosinophiles), est un processus qui englobe 

les deux tiers de la synthèse de cellules sanguines (l’hématopoïèse) dans la moelle 

osseuse. Les cellules souches hématopoïétiques sont localisées dans les ostéoblastes, 

surtout dans les endroits caractérisés par un flot sanguin faible et une tension 

d’oxygène réduite, tandis que les cellules souches matures en phase de division se 

retrouvent du côté abluminal des sinusoïdes, qui sont des capillaires fenestrés 

perméables retrouvés au niveau de la moelle osseuse499. Le récepteur CXCR4, dont le 
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ligand est le stromal cell-derived factor-1 (SDF-1), joue un rôle crucial dans le 

maintien des neutrophiles au niveau de la moelle osseuse500. Ainsi, une délétion du 

récepteur CXCR4 a pour effet d’induire la migration des neutrophiles matures 

localisés dans la moelle osseuse vers la circulation sanguine, sans toutefois influencer 

la durée de vie des neutrophiles circulants501. À l’opposé, la délétion du récepteur 

CXCR2 exprimé à la surface des cellules myéloïdes induit l’immobilisation des 

neutrophiles au niveau de la moelle osseuse, alors que lors de la délétion de ces deux 

récepteurs simultanément (CXCR4 et CXCR2), un phénotype similaire à la délétion 

du CXCR4 seul est observé, soit la migration des neutrophiles de la moelle osseuse 

vers le sang502. Cette migration des neutrophiles vers la circulation sanguine est 

modulée via la signalisation induite par les récepteurs CXCR2, G-CSFR ou de type 

Toll (Toll-like receptor), qui sont exprimés tardivement, durant le processus de 

maturation des neutrophiles à l’intérieur de la moelle osseuse503. L’activation de ces 

récepteurs n’induit pas une augmentation de la migration des neutrophiles vers la 

circulation sanguine, même en absence du récepteur CXCR4, ce qui démontre que la 

signalisation induite suite à l’activation du CXCR4 est essentielle à la régulation de la 

localisation (moelle osseuse/circulation sanguine) des neutrophiles matures et 

immatures501. 

 

1.5.2 Régulation des neutrophiles dans la circulation sanguine 

 Chez l’adulte, la production de neutrophiles en conditions physiologiques est 

de 1 à 2 x 1011 cellules par jour.  Le granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) 

est une cytokine essentielle pour la production de neutrophiles lorsque ces derniers 

sont requis de façon rapide et en grand nombre, comme lors d’une infection. 

Toutefois, le G-CSF ne semble pas essentiel au processus de production de 

neutrophiles en conditions physiologiques, puisque malgré le fait que la souris 

mutante G-CSF-/- souffre de neutropénie, on retrouve quand même 25% de la 

production des neutrophiles telle qu’observée chez la souris G-CSF+/+, de plus, ces 

neutrophiles arrivent à maturité et sont fonctionnels504. La production de neutrophiles 

dans la moelle osseuse est influencée par le taux de neutrophiles apoptotiques 

retrouvés dans les tissus. Lors de la phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les 
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macrophages et les cellules dendritiques dans les tissus, la synthèse et la relâche de 

l’IL-23 par ces derniers sont diminuées505-507. De plus, en présence de l’interféron-γ 

ou du GM-CSF, les neutrophiles augmentent l’expression de nouveaux récepteurs de 

surface membranaire tel l’antigène du complexe majeur d’histocompatibilité-II, le 

CD80, CD83 et le CD86, ce qui leur permet de se différencier en cellules 

dendritiques, permettant ainsi de faire le lien avec la réponse immunitaire adaptative 

via leur interaction avec les cellules T508-510.    

 

1.5.3 Les granules chez les neutrophiles 

 Les neutrophiles constituent la première ligne de défense contrant l’invasion 

tissulaire par des bactéries et des fongus. Les neutrophiles sont les principaux 

effecteurs dans le processus inflammatoire induit par la présence intra-tissulaire de 

ces micro-organismes, suivant des étapes précises et bien définies. Lors de la 

première étape, les neutrophiles adhèrent à l’endothélium activé et migrent ensuite 

vers le site inflammatoire où ils participent à l’élimination des micro-organismes par 

divers mécanismes, telles la phagocytose, la génération d’espèces réactives oxygénés 

et la relâche d’enzymes microbicides. Ces mécanismes requièrent la mobilisation des 

granules cytoplasmiques et des vésicules sécréteuses contenues à l’intérieur des 

neutrophiles. Les différentes granules localisées dans les neutrophiles sont constituées 

d’agents antimicrobiens, de protéases et d’espèces réactives oxygénées, mais 

également d’une multitude de récepteurs membranaires pouvant lier des molécules 

d’adhésion endothéliales, des protéines de la MEC, des produits bactériens et des 

médiateurs solubles de l’inflammation.  La sécrétion contrôlée de ces granules permet 

aux neutrophiles d’être des acteurs importants pour l’immunité innée, délivrant la 

majorité de leur contenu en protéines cytotoxiques de façon ciblée, afin de ne pas 

nuire aux tissus environnants496, 511-516. 

 

1.5.3.1   La granulopoïèse : formation des granules chez les neutrophiles 

 Les granules localisés à l’intérieur des neutrophiles sont synthétisés de 

manière séquentielle durant la différentiation cellulaire myéloïde. Pas moins de 

11,300 gènes sont activés à un différent moment pendant les différentes étapes de la 
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maturation des neutrophiles, tandis que le profil de ces gènes change continuellement 

tout au long de la myélopoïèse514. La granulopoïèse débute au stade des 

promyélocytes précoces avec le bourgeonnement des vésicules de transport 

immatures à partir de l’appareil de Golgi, suivi par leur fusion afin d’augmenter en 

taille517-519. Les granules résultant de ce processus ont été initialement caractérisés par 

leur contenu élevé en myéloperoxydase (MPO) et ainsi dénommés granules « positifs 

à la peroxydase », cependant ils peuvent être identifiés comme les « granules 

azurophiles » à cause de leur affinité pour le colorant azure A520, mais également 

comme les « granules primaires », étant les premiers à être formés chez les 

neutrophiles. Pendant la transition entre les stades promyélocyte et myélocyte, la 

synthèse de MPO est bloquée, caractérisant ainsi les granules formés durant cette 

étape de la myélopoïèse comme négatifs à la peroxydase. Cette famille de granules 

est séparée en granules spécifiques (secondaires) et de gélatinase (tertiaires) selon le 

temps durant lequel ils sont synthétisés et leur contenu en protéines. 

 Les granules spécifiques sont synthétisés dans les myélocytes et les 

métamyélocytes, contenant d’importantes quantités de lactoferrine et de faibles 

quantités de gélatinase, alors que les granules tertiaires, ayant un contenu élevé en 

gélatinase et faible en lactoferrine, sont formés dans les cellules granuleuses 

immatures (band cells) et les neutrophiles segmentés, qui sont à l’avant-dernier stade 

de maturation des neutrophiles518, 521, 522. Les vésicules sécréteuses sont caractérisées 

par leur capacité d’exocytose rapide et sont localisées à l’intérieur des neutrophiles 

segmentés523, 524. Ces vésicules se forment par un processus d’endocytose, 

puisqu’elles contiennent des protéines plasmatiques513. Tous les sous-ensembles des 

granules partagent des caractéristiques structurales communes, telle une double 

couche lipidique formant leur membrane, ainsi qu’une matrice intra-granulaire 

contenant des protéines destinées à l’exocytose ou à être transloquées au phagosome. 

Toutefois, le contenu protéique est très variable parmi les différents sous-ensembles 

de ces granules. Certaines études ont ainsi démontré que les protéines synthétisées à 

un stade donné du développement des cellules myéloïdes sont localisées dans les 

mêmes types de granules formés durant ce stade de développement précis511, 522, 525. 

De plus, si la fenêtre temporelle de synthèse protéique est déplacée 
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expérimentalement du stade de myélocyte à celui de promyélocyte, les protéines 

normalement retrouvées dans les granules spécifiques vont être localisées dans les 

granules azurophiles526. Le contenu protéique des différents types de granules est 

donc déterminé par la période de temps durant laquelle ces protéines sont 

synthétisées522, 526. L’hétérogénéité des granules dans les neutrophiles est due à une 

régulation subtile de leur contenu protéique par l’activation de différents facteurs de 

transcription qui sont exprimés aux différents stades de la granulopoïèse524, 527.  De 

plus, le ciblage des protéines pour l’emmagasinage dans leurs granules respectifs 

dépend du stade de développement des neutrophiles auquel ces protéines ont été 

synthétisées511. 

 

1.5.3.2   Les granules azurophiles 

 L’intérieur des granules azurophiles contient des hydrolases acides et des 

protéines antimicrobiennes, ces granules étant initialement considérés comme des 

lysosomes primaires puisqu’ils expriment la granulophysine (CD63) à leur surface 

membranaire528. Toutefois, ces granules n’expriment pas les protéines membranaires 

normalement retrouvées au niveau des lysosomes, soit LAMP-1 et LAMP-2529 et 

l’incorporation des protéines dans ces granules ne requiert pas la présence ou 

l’implication du récepteur mannose-6-phosphate, qui est essentiel au ciblage 

enzymatique vers le lysosome530-532. Les granules azurophiles sont divisés en 

différentes sous-populations ayant des caractéristiques physiques, chimiques et 

morphologiques distinctes, à cause de l’hétérogénéité de leur forme et de leur taille518, 

533-535. Ainsi, ces granules peuvent se diviser en deux catégories : les granules 

précoces formés au début du stade promyélocytique, qui se caractérisent par une 

faible expression de défensines et les granules tardifs formés lors de la transition 

promyélocyte/myélocyte, qui sont caractérisés par une forte expression de 

défensines511. Durant le processus inflammatoire, les granules azurophiles sont 

limités quant à leur capacité d’exocytose515, 536, contribuant surtout à la destruction et 

la dégradation des micro-organismes phagocytés qui sont localisés dans le 

phagolysosome537. Certaines protéines exprimées dans les granules azurophiles sont 

synthétisées sous forme de précurseurs et sont emmagasinées sous leur forme mature 
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et active suite au clivage de leurs propeptides situés à leur extrémité amino-

terminale538-540. Les propeptides ne jouent cependant aucun rôle dans le ciblage des 

protéines matures vers les différents granules, servant uniquement à prévenir 

d’éventuels défauts dans le repliement protéique, le risque d’auto-toxicité ou 

l’immobilisation des protéines matures dans la machine de biosynthèse cellulaire531, 

538, 541.        

 La myéloperoxydase (MPO), une hémoprotéine ayant des propriétés 

microbicides, est la protéine exprimée de façon prédominante dans les granules 

positifs à la peroxydase et relâchée soit dans le phagosome ou dans le milieu 

extracellulaire, suite à l’activation des neutrophiles517, 518. La MPO réagit avec le 

H2O2 engendré par la NADPH oxydase, augmentant ainsi le potentiel toxique du 

peroxyde d’hydrogène. De plus, le complexe peroxyde-MPO induit la formation 

d’acide hypochloreux (HOCl) et de certains autres dérivés du chlore, des radicaux de 

tyrosine et d’intermédiaires d’espèces réactives nitrogénées, qui sont tous des 

substances capables d’attaquer la surface membranaire des micro-organismes542. Les 

α-défensines, de petits peptides cationiques, jouant un rôle antimicrobien et 

cytotoxique, sont également exprimées dans les granules azurophiles, représentant au 

moins 5% du contenu protéique total des neutrophiles543. Les neutrophiles peuvent 

contenir quatre défensines alpha étroitement reliées (human neutrophil peptide; HNP 

1-4) et emmagasinées dans les granules azurophiles535. Les α-défensines exprimées 

au niveau des neutrophiles humains sont antimicrobiennes pour un large éventail de 

bactéries, fongus, virus à capsule et protozoaires543-545 et ce, par l’induction de la 

formation de pores multimériques transmembranaires546. De plus, suite à leur 

exocytose, les défensines sont chimiotactiques pour les monocytes et les cellules T 

CD4+ et CD8+547-549. La Bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) est un 

autre peptide cationique localisé dans les granules azurophiles, ayant la capacité de 

détruire les bactéries Gram-négatives550, 551. La BPI se lie aux résidus de 

lipopolysaccharide (LPS) chargés négativement dans la membrane externe des 

bactéries Gram-négatives via sa région N-terminale, induisant un réarrangement des 

lipides situés au niveau de la membrane externe, ainsi que l’inhibition de la 
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croissance bactérienne552. De plus, le domaine C-terminal de la BPI favorise 

l’attachement des bactéries aux neutrophiles et leur phagocytose553. 

 

1.5.3.3   Les granules négatifs à la peroxydase 

 Les granules négatifs à la peroxydase sont subdivisés en granules spécifiques 

(secondaires) et granules à gélatinase (tertiaires)554. Cette séparation est arbitraire, 

puisque les granules négatifs à la peroxydase sont synthétisés tout au long de la 

genèse des neutrophiles, soit dans les myélocytes, les métamyélocytes, les cellules 

granuleuses immatures et les neutrophiles eux-mêmes. Cependant, du point de vue 

physiologique, cette distinction entre les granules spécifiques et tertiaires est 

nécessaire afin de différencier leur contenu protéique ainsi que leur mécanisme de 

sécrétion. Les granules spécifiques sont volumineux et contiennent majoritairement 

des substances antibiotiques, tandis que les granules tertiaires sont plus petits et 

contiennent peu de substances antimicrobiennes. Toutefois, le contenu des granules 

tertiaires est secrété plus facilement que celui des granules spécifiques516. Les 

granules tertiaires sont donc considérés comme un réservoir d’enzymes de 

dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) et de récepteurs membranaires 

impliqués dans l’extravasation et la diapédèse des neutrophiles, alors que les granules 

spécifiques sont plus impliqués dans les activités antimicrobiennes des neutrophiles, 

via la mobilisation des substances antibiotiques au phagosome ou dans le milieu 

extracellulaire537, 555, 556. Les principales protéines à caractère antimicrobien localisées 

dans les granules négatifs à la peroxydase sont la lactoferrine, la hCAP-18, le NGAL, 

le lysozyme et le Nramp-1. Ces granules emmagasinent également trois 

métalloprotéases impliquées dans la régulation de l’inflammation, soit la MMP-8, la 

MMP-9 (gélatinase) et la leukolysine (MMP-25).        

 La lactoferrine, un membre des transferrines, est une glycoprotéine 

emmagasinée majoritairement dans les granules spécifiques possédant des propriétés 

antibactériennes tant pour les Gram-négatives que les Gram-positives557, 558.  Son 

effet bactériostatique est causé par sa capacité de séquestrer le fer, minimisant ainsi 

l’accès des bactéries à ce minéral essentiel559. Le hCAP-18, un peptide antibactérien 

pour les bactéries Gram-négatives et Gram-positives560, 561, ainsi qu’un 
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chimioattractant pour les neutrophiles, les cellules T et les monocytes549 est synthétisé 

par les kératinocytes, uniquement lors de pathologies cutanées, tels le psoriasis, le 

lupus érythémateux et la dermatite atopique562. La lipocaline associée à la gélatinase 

des neutrophiles (NGAL) est exprimée dans les granules spécifiques563, 564. La 

majorité de la NGAL n’est pas associée à la gélatinase, se retrouvant seulement sous 

forme de monomères ou hétérodimères565. La NGAL est produite par les tissus en 

conditions physiologiques, inflammatoires et néoplasiques566, 567 et possède des 

propriétés bactériostatiques grâce à sa capacité de diminuer la quantité de fer 

disponible aux bactéries568. Le lysozyme est une enzyme localisée dans tous les types 

de granules, toutefois se retrouvant à la concentration la plus élevée dans les granules 

spécifiques524, 569. Ce peptide cationique antimicrobien possède la capacité de cliver 

les polymères de peptidoglycane de la paroi bactérienne570, de lier le LPS571 et de 

réduire la production de cytokines ainsi que la mortalité causée par ce même LPS 

dans un modèle murin de choc septique572. Finalement, la protéine du macrophage 

associée à la résistance naturelle-1 (Nramp1) a initialement été identifiée dans les 

macrophages, mais son expression a aussi été observée dans les granules tertiaires des 

neutrophiles573. Suite à la dégranulation des neutrophiles, la Nramp1 est transloquée à 

la membrane du phagosome574 et peut agir comme un transporteur de cations 

divalents, un processus essentiel pour la destruction des micro-organismes présents 

dans la vacuole phagocytique qui réduit la concentration de Fe2+, le Mn2+ et le Zn2+,  

des métaux essentiels à la survie bactérienne575.    

 Trois métalloprotéinases (MMP) ont été identifiées et localisées dans les 

neutrophiles : la collagénase (MMP-8), située dans les granules spécifiques576, 577, la 

gélatinase (MMP-9), localisée majoritairement dans les granules tertiaires554, 578 et la 

leukolysine (MMP-25), qui est distribuée parmi les différents sous-types de granules 

et la membrane plasmique579, 580. Les MMP sont emmagasinées sous leur forme 

inactive, étant activées par protéolyse suite à leur exocytose. Ces enzymes ont la 

capacité d’induire la dégradation du collagène, de la fibronectine, des protéoglycans, 

de la laminine et de la gélatine, en plus de jouer un rôle important dans la dégradation 

des membranes basales vasculaires et des matrices interstitielles durant 

l’extravasation et la transmigration des neutrophiles à travers la couche 
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endothéliale512, 579, 581. D’un autre côté, un groupe d’inhibiteurs tissulaires des 

métalloprotéases (TIMP1-4) peuvent agir en tant qu’antagonistes des activités 

protéolytiques de la collagénase et de la gélatinase581. Le débalancement entre les 

TIMP et les MMP, qui survient dans les neutrophiles est caractéristique à plusieurs 

maladies inflammatoires du poumon, tels le syndrome de la détresse respiratoire 

aiguë, l’asthme et la fibrose pulmonaire582. 

 

1.5.3.4   Les vésicules sécrétoires 

 En conditions physiologiques non inflammatoires, les neutrophiles circulants 

sont caractérisés par une faible expression de récepteurs à leur surface membranaire, 

ne répondant que très peu aux signaux extérieurs583, 584. Lors de stimuli 

proinflammatoires, les vésicules sécrétoires qui possèdent des récepteurs 

membranaires ayant la capacité de réguler l’inflammation sont sécrétées par les 

neutrophiles, exposant ainsi ces récepteurs à leur surface membranaire afin qu’ils 

soient activés et qu’ils puissent amplifier la réponse inflammatoire523, 536, 585. Ainsi, la 

membrane des vésicules sécrétoires exprime à sa surface la β2-intégrine 

(CD11b/CD18)536, le récepteur du complément-1 (CR1)586, les récepteurs du fMLP 
587, le récepteur CD14 du LPS (acide lipotéichoïque)588, le récepteur CD16 du FcγIII 

et le récepteur de la leuklysine 579, qui seront exposés du côté du milieu 

extracellulaire de la membrane plasmique suite à l’exocytose de ces vésicules. Cette 

mobilisation des vésicules sécrétoires est accompagnée par le « shedding » de la L-

sélectine à la surface des neutrophiles589. Les changements induits lors de la fusion 

des vésicules sécrétoires avec la membrane extracellulaire des neutrophiles 

permettent à ces derniers d’établir un contact ferme et durable avec l’endothélium 

vasculaire activé in vivo. 

 

1.5.3.5   Les mécanismes de dégranulation 

 Les granules et les vésicules des neutrophiles ont des différences quant à leur 

disponibilité pour l’exocytose. Les vésicules sécrétoires sont les premières à être 

mobilisées à la surface membranaire, suivi par les granules tertiaires, les granules 

spécifiques, et ultimement les granules azurophiles516, 585. La stimulation des 
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neutrophiles in vitro avec le fMLP à une faible concentration est capable d’induire 

une relâche immédiate et presque complète des vésicules sécrétoires, sans stimuler la 

relâche des granules536. Cependant, une stimulation avec le PMA peut induire 

l’exocytose complète des granules tertiaires, la relâche modérée du contenu des 

granules spécifiques et seulement une faible exocytose des granules azurophiles515, 

554. Une hiérarchie de l’exocytose similaire a été observée suite à la migration des 

neutrophiles in vivo dans des micro-chambres sous-cutanées chez la souris516.  

 Les voies de signalisation qui modulent la dégranulation des neutrophiles 

suite à un stimulus inflammatoire ont été partiellement identifiées. La mobilisation 

hiérarchique des granules peut être reproduite in vitro en augmentant graduellement 

la concentration du calcium intracellulaire585. De nombreux stimuli, dont l’activation 

de la L-sélectine, du récepteur CD11b/CD18 et du récepteur du fMLP, augmentent la 

concentration du calcium dans le cytosol. L’activation de la β2-intégrine induit la 

phosphorylation des protéines tyrosine kinase cytoplasmiques590, 591, qui 

phosphorylent et activent à leur tour la PLCγ2 et la phospholipase D592, 593. Ces 

phospholipases activées catalysent la fragmentation du phosphatidyl inositol (PI) et 

de la phsophatidylcholine en inositol-3-phosphate (IP3), diacylglycérol et acide 

phosphatidique. À leur tour, ces métabolites activent la PKC, induisant ainsi la 

relâche de calcium provenant des réserves intracellulaires et de l’influx calcique 

extracellulaire592-596. La stimulation du récepteur du fMLP (récepteur couplé aux 

protéines G) induit une augmentation suffisante de la concentration cytosolique de 

l’IP3 pour mobiliser uniquement le calcium intracellulaire597.      

 Les mécanismes impliqués dans la dégranulation des neutrophiles provoquée 

par le renouvellement des lipides et l’augmentation de la concentration calcique ne 

sont pas totalement élucidés. Les annexines sont des protéines de liaison aux 

phospholipides qui activent l’agrégation et la fusion membranaire des vésicules 

lorsqu’exposées à des concentrations élevées de calcium598. Plusieurs annexines 

exprimées chez les neutrophiles, dont l’annexine I et XI ainsi que la lipocortine III, 

ont la capacité de moduler les processus calcium-dépendants de fusion membranaire 

des granules et des vésicules in vitro599-601. Le calcium est également capable par lui-

même d’initier la dégranulation, régulant les interactions entre les récepteurs des 
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SNAP, les SNARE602. Ces récepteurs font partie d’un complexe protéique ubiquitaire 

impliqué dans la formation et le bourgeonnement des vésicules. Ce complexe est 

composé par les protéines SNARE, classifiées en protéines vésicules-spécifiques (v-

SNARE) ou ciblées à la membrane (t-SNARE), par le facteur soluble sensible au N-

éthylmaléimide (NSF) et par les protéines solubles de liaison au NSF (SNAP).  Les 

vésicules ou granules destinés à l’exocytose fusionnent avec la membrane 

extracellulaire lorsque les v-SNARE forment un complexe avec les t-SNARE, par un 

processus impliquant le NSF, SNAP et le calcium intracellulaire ainsi que les 

protéines liées au calcium602. Plusieurs protéines SNARE ont été caractérisées dans 

les neutrophiles, telles la protéine membranaire associée aux vésicules-2 (VAMP-2) 

et la protéine membranaire de transport sécrétoire (SCAMP), qui sont exprimés à la 

surface membranaire des vésicules sécrétoires, et des granules spécifiques et 

tertiaires603.  De plus, l’expression de la VAMP-2 au niveau des vésicules sécrétoires 

et des granules est proportionnelle avec leur propension à l’exocytose603. 

 

1.5.3.6   Rôles de la dégranulation dans la réponse inflammatoire 

 Le recrutement des neutrophiles dans les tissus inflammatoires est un 

processus rapide, s’étalant de quelques minutes à quelques heures, qui est essentiel 

pour la réponse inflammatoire aiguë lors de l’invasion de divers pathogènes. Cette 

étape est caractérisée par une coordination et une régulation précise de l’exocytose 

des granules et des vésicules sécrétoires. L’exocytose de ces vésicules provoque une 

transition rapide du nombre de récepteurs à la surface des neutrophiles, qui passe 

d’un nombre faible démontrant une incapacité de répondre aux stimuli des médiateurs 

inflammatoires à un nombre élevé, ce qui rend les neutrophiles hautement réceptifs 

aux nombreux médiateurs grâce à la fusion des vésicules sécrétoires avec la 

membrane extracellulaire, exposant ainsi les nombreux récepteurs à sa surface512, 516, 

523, 585, 604. Suite à leur activation par les médiateurs inflammatoires, les CE adjacentes 

au site inflammatoire induisent la translocation de la P-sélectine à partir des corps de 

Weibel-Palade sur la membrane extracellulaire605. La P-sélectine est ensuite liée par 

le récepteur à haute affinité PSGL-1 exprimé à la surface des neutrophiles, ce qui 

permet le roulement de ces derniers sur l’endothélium606. La stimulation des CE avec 
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des cytokines induit également une augmentation de l’expression de la E-sélectine, 

des ligands de la L-sélectine et de la synthèse d’agents proinflammatoires comme le 

PAF et l’IL-8607-610.  L’interaction des neutrophiles avec les CE activées déclenche 

l’exocytose des vésicules sécrétoires par les neutrophiles589, induisant l’expression de 

la β2-intégrine (CD11b/CD18) à la surface membranaire et le « shedding » de la L-

sélectine536, 589. La β2-intégrine membranaire a la capacité de se lier à l’ICAM-1, ce 

qui provoque l’adhésion des neutrophiles aux CE, ainsi que l’initiation de leur 

transmigration vers les tissus inflammatoires611. Le contenu de l’exocytose des 

vésicules sécrétoires n’est pas cytotoxique, puisqu’il provient du cytosol des 

neutrophiles513, tandis que l’exocytose des granules tertiaires relâche les 

métalloprotéases, qui induisent la dégradation de la membrane basale vasculaire, 

permettant ainsi l’extravasation des neutrophiles612. Toutefois, ce n’est que lors de la 

migration des neutrophiles vers les tissus interstitiels que l’exocytose partielle des 

granules spécifiques et azurophiles a été observée516, induisant la mobilisation des 

récepteurs pour les composantes de la MEC613 et libérant des enzymes de dégradation 

de la matrice supplémentaires, telles la collagénase et les sérines-protéases, qui vont 

faciliter la migration cellulaire. Lorsque les neutrophiles rencontrent des bactéries 

dans les tissus infectés, ils activent leur système antimicrobien en induisant la relâche 

des granules spécifiques et azurophiles vers le phagosome ou dans le milieu 

extracellulaire537. La diversité du contenu des granules et des vésicules permet aux 

neutrophiles de cibler et attaquer les bactéries en employant différents moyens, 

comme la fragmentation de la membrane bactérienne546, 552, 561, 571, 614, l’inhibition des 

voies métaboliques bactériennes dépendantes du fer559, 568, 575 et la génération 

d’espèces réactives oxygénées (ROS)542. De plus, certaines molécules contenues dans 

les granules peuvent également induire la chimiotaxie des cellules T CD4+ et 

CD8+547, 549, 615. Ces actions amplifient la réponse inflammatoire et créent un pont 

entre l’immunité innée et adaptative. 
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1.6 Thèmes de recherche 
 L’inflammation est impliquée dans la majorité des pathologies connues 

jusqu’à ce jour. De plus, la morbidité et la mortalité associées avec les maladies 

cardiovasculaires et le cancer engendrent des coûts très élevés à notre société, en plus 

d’être les pathologies les plus répandues. Depuis plus d’une décennie, suite à la 

découverte de nouvelles molécules jouant un rôle dans l’inflammation et 

l’angiogenèse, soit les angiopoïétines, plusieurs groupes de recherche tentent 

d’élucider les mécanismes par lesquels ces agents induisent des effets néfastes, tant à 

la naissance que durant le maintien de ces pathologies. Notre laboratoire a concentré 

ses recherches sur le rôle des angiopoïétines dans l’homéostasie vasculaire273, 274 et 

plus récemment, dans la régulation des neutrophiles182, 183, qui sont reconnus pour 

participer à la réponse inflammatoire aiguë, et parfois, dans l’inflammation 

chronique616. 

 

1.6.1 Hypothèse du premier projet de recherche 

 L’expression du récepteur des angiopoïétines, Tie2, a initialement été 

découverte à la surface des CE167. Toutefois, notre laboratoire a été le premier à 

démontrer son expression à la surface des neutrophiles, ainsi que sa capacité 

d’induire des activités biologiques proinflammatoires via sa liaison à l’Ang1 ou 

l’Ang2182, 183. Durant la même période de temps, d’autres groupes de recherche ont 

observé l’expression du récepteur Tie2 à la surface des monocytes, éosinophiles et 

neutrophiles, accompagnée par une induction d’activités inflammatoires suite à son 

activation par l’Ang1 et l’Ang2276, 617, 618. L’angiopoïétine-1 est majoritairement 

localisée dans les cellules de la paroi vasculaire (péricytes, CML), les plaquettes et 

certaines cellules tumorales, alors que l’Ang2 est généralement retrouvée à l’intérieur 

des CE137, 319, 619, 620. Les neutrophiles synthétisent et relâchent également des agents 

proinflammatoires, tels l’IL-8 et le VEGF, exprimant également leurs récepteurs 

respectifs sur leur membrane extracellulaire qui peuvent être activés de manière 

autocrine par ces cytokines621-624. Par conséquent, le but de notre première étude était 

de déterminer la présence de l’Ang1 et/ou l’Ang2 dans les neutrophiles, leur 
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localisation intracellulaire, ainsi que leur capacité d’être relâchées par différents 

stimuli. 

 

1.6.2 Hypothèse du deuxième projet de recherche 

 La migration cellulaire joue un rôle primordial dans la réponse inflammatoire 

puisqu’elle permet l’infiltration des leucocytes (neutrophiles, monocytes, 

macrophages, lymphocytes) au site de l’inflammation, ce qui induit ultimement sa 

résorption ou son amplification. Il existe plusieurs agents proinflammatoires ayant la 

capacité d’induire la chimiotaxie, tels le VEGF, le fMLP et l’IL-8. Lors d’une étude 

effectuée dans notre laboratoire, nous avons démontré la capacité des angiopoïétines 

à induire la chimiotaxie des neutrophiles182. De plus, la migration des neutrophiles 

induite par l’IL-8 a été potentialisée par un prétraitement des neutrophiles avec 

l’Ang1 ou l’Ang2. Étant donné que les neutrophiles sont capables de synthétiser et 

relâcher l’IL-8 suite à des stimuli proinflammatoires, nous avons voulu déterminer la 

capacité des angiopoïétines à induire la synthèse et/ou la relâche de l’IL-8 dans les 

neutrophiles humains circulants, ainsi que les mécanismes impliqués dans ces 

processus. 
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2.1 ABSTRACT 
We recently demonstrated that Tie2 receptor activation on human neutrophils by both 

angiopoietins (Ang1 and Ang2) promoted platelet-activating factor synthesis, β2-

integrin activation, and cell migration.  Herein, we wanted to assess if human 

neutrophils express angiopoietins and further delineate their mechanisms of release.  

Employing RT-PCR, RT-qPCR, FACScan analysis and ELISA approaches, we 

observed that neutrophils express Ang1 but not Ang2.  For each condition, VEGF 

detection was performed as positive control.  Using nitrogen cavitation, we observed 

that Ang1 is localized in the cytosolic fraction whereas VEGF is found in β-granules.  

Treatment of neutrophils with PMA, fMLP and TNF-α induced VEGF release.  

Maximal effect was observed with PMA (80 nM) stimulation inducing a complete 

release of VEGF content (565 ± 100 pg/ml; 6 x 106 neutrophils), corresponding to a 

18.9-fold increase as compared to PBS-treated neutrophils.  By contrast, only a 

treatment with PMA (80 nM) induced Ang1 release.  PMA treatment induced also a 

complete release of Ang1 (661 ± 148 pg/ml; 6 x 106 neutrophils), corresponding to 

2.8-fold increase as compared to PBS-treated neutrophils.  In both cases, PMA-

mediated release of VEGF and Ang1 was nearly maximal by 15 minutes.  Finally, we 

observed that the induction of Ang1 release was calcium-independent whereas VEGF 

release was not.  These data demonstrate the capacity of human neutrophils to 

synthesize Ang1, which is stored and released differently as compared to VEGF.  

These data suggest a different cascade of events regarding the distribution of selected 

growth factors during inflammation and angiogenesis. 

Keywords: Human, neutrophils, cytokines, cell activation, inflammation 
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2.2 INTRODUCTION 
Recent discoveries including the identification and characterization of selective 

vascular growth factors capable of supporting blood vessel growth, led to high 

therapeutic expectations (Carmeliet 2000; Jones and al. 2001; Yancopoulos and al. 

2000).  At the same time, these angiogenic growth factors, their corresponding 

receptors and cell signaling events may serve as targets for preventing vessel growth 

in diseases plagued by pathological angiogenesis (Carmeliet 2000; Carmeliet 2003; 

Carmeliet and Jain 2000; Folkman 2002; Jones and al. 2001; Kerbel and Folkman 

2002; Tait and Jones 2004).  Because of its promising proangiogenic activities, the 

use of vascular endothelial growth factor (VEGF) led to several preclinical and 

clinical trials.  However, in most if not all studies, the new vessels were highly 

permeable, failed to mature properly and ultimately regressed (Carmeliet 2000; 

Carmeliet and Jain 2000; de Muinck and Simons 2004; Dor and al. 2002; Jones and 

al. 2001; Shyu and al. 2003; Yancopoulos and al. 2000).  The discovery of a novel 

class of endothelial cell-specific ligands termed angiopoietins (Ang1 and Ang2) led 

to new promising expectations in vessel stability and maturation.  Namely, Ang1 has 

been characterized as a Tie2 agonist, promoting the maturation of unstable vessels in 

the presence of VEGF (Thurston and al. 1999).  On the other hand, Ang2 was initially 

described as a natural endogenous Tie2 antagonist, thereby destabilizing existing 

vessels prior to VEGF-induced angiogenesis (Maisonpierre and al. 1997).  However, 

recent findings indicate that Ang2 may behave as Tie2 agonist (Brkovic and al. 2007; 

Maliba and al. 2008; Maliba and al. 2006; Mochizuki and al. 2002; Teichert-

Kuliszewska and al. 2001), and thus, complicating the simplistic interpretation of 
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how the spatiotemporal regulation of VEGF and angiopoietins might regulate the 

formation and the maturation of neovessels. 

Inflammation precedes and accompanies angiogenesis as evidenced by 

increased vascular permeability, as well as macrophage and neutrophil recruitment at 

angiogenic sites.  Since angiopoietins act in concert with VEGF during 

neovascularization (Brkovic and al. 2007; Davis and al. 1996; de Muinck and Simons 

2004; Dor and al. 2002; Senger and al. 1983; Shalaby and al. 1995; Shyu and al. 

2003; Suri and al. 1998; Tait and Jones 2004) we initiated studies to assess the 

proinflammatory potential of Ang1 and Ang2.  Namely, we report that Ang1 and 

Ang2, acting upon endothelial Tie2 receptors activation, can induce platelet 

activating factor (PAF) synthesis and P-selectin translocation, which support 

neutrophil adhesion to activated endothelial cells (ECs) (Lemieux and al. 2005; 

Maliba and al. 2008; Maliba and al. 2006). 

Although Tie2 is considered as an endothelial-specific receptor, it has also 

been reported to be expressed in endothelial precursor cells and hematopoietic stem 

cells (Shaw and al. 2004).  Work from our laboratory demonstrated for the first time 

Tie2 expression on the surface of human neutrophils, and its activation by Ang1 and 

Ang2 led to PAF synthesis, a rapid functional upregulation of β2-integrin complex 

(CD11/CD18) and neutrophil adhesiveness (Lemieux and al. 2005).  More recently, 

we demonstrated that both angiopoietins mediate neutrophil migration through 

phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) activation (Brkovic and al. 2007). Meanwhile, 

independent groups reported the expression of Tie2 on neutrophils, eosinophils and 

monocytes, and the capacity of Tie2 to mediate proinflammatory activities upon 
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activation by either Ang1 and/or Ang2 (Feistritzer and al. 2004; Murdoch and al. 

2007; Sturn and al. 2005).  

Other studies reported that VEGF and Ang2 are constitutively expressed in 

ECs and released upon stimulation by various agonists, whereas the expression of 

Ang1 has been detected in non-endothelial cells such as perivascular smooth muscle 

cells, pericytes, platelets and various tumor cells (Hayes and al. 2000; Li and al. 

2001; Nishishita and Lin 2004; Stratmann and al. 1998; Sundberg and al. 2002).  In 

addition, ECs do express corresponding receptors, thus, providing the capacity to 

VEGF and Ang2 to promote autocrine activities. 

Previous studies have reported that neutrophils have intracellular pools of 

VEGF which can be released upon stimulation with proinflammatory mediators 

(Gaudry and al. 1997) and that VEGF can mediate neutrophil migration through the 

activation of VEGFR-1 (Ancelin and al. 2004).  Since we observed that both 

angiopoietins can activate Tie2 expressed on neutrophils and mediate 

proinflammatory activities, we then examined whether angiopoietins are expressed in 

neutrophils, and subsequently, their subcellular localization and the underlying 

mechanisms implicated in angiopoietins release. 
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2.3 MATERIAL AND METHODS 
Neutrophil isolation and purification:  Venous blood was obtained from healthy 

donors free from medication for at least 10 days prior to the experiments and in 

accordance with the guidelines of the Montreal Heart Institute’s ethical committee.  

Neutrophils were isolated as described previously (Brkovic and al. 2007).  Ninety-

eight percent of the isolated cells were polymorphonuclear cells, as determined with a 

Coulter counter, and viability was found to be greater than 98%, as assessed by 

Trypan blue dye exclusion assay.  

 

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) analyses:  Total RNAs 

were obtained from neutrophils (2 x 107/ml) by using RNeasy extraction kit (Qiagen, 

Mississauga, ON, Canada).  One microgram of RNAs was reverse transcribed using 

random hexamers and the Moloney murine leukemia virus (MMLV) reverse 

transcriptase (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) as described by the manufacturer.  

PCR reactions were performed as follows: cDNA were denatured (94°C for 5 

minutes), submitted to 27 cycles of amplification for Ang1, Ang2 (94°C for 30 

seconds, 51°C for 30 seconds, and 68°C for 30 seconds) and to 37 cycles of 

amplification, for VEGF (94°C for 30 seconds, 55°C for 30 seconds, and 72°C for 30 

seconds).  Primers were used to amplify a 256-base pair (bp) fragment of Ang1 

cDNA (GenBank no. NM_001146; forward: 5’-GATGGCAACTGTCGTGAGAG-

3’, and reverse: 5’-AGAGGAGGCTGGTTCCTATC-3’), Ang2 cDNA (GenBank no. 

NM_001147; forward: 5’-GCAGCAACATGATCTCAT-GG-3’ and reverse: 5’- 

CATCCTCACGTCGCTGAATA-3’), VEGF cDNA (GenBank no. DQ229900; 
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forward: 5’-GCCTTGCCTTGCTGCTCTAC-3’ and reverse: 5’-CCTATGT-

GCTGGCCTTGGTG-3’) and GAPDH cDNA as positive control (forward: 5’-

GGAGT-CCACTGGCGTCTTCA -3’ and reverse: 5’-

AGCAGTTGGTGGTGCAGGAG-3’). 

 

Real time quantitative transcriptase-polymerase chain reaction (RT-qPCR) analyses: 

Total RNAs isolated from above were for RT-qPCR experiments.  The expression 

levels of genes of interest were determined using a Brilliant SYBR Green qPCR 

master mix (Invitrogen) and a Mx3000P real-time PCR system (Stratagene).  Primers 

were used to amplify a 208-base pair (bp) fragment of VEGF cDNA (GenBank no. 

DQ229900; forward: 5’-TCAGCGCAGCTACTGCCATC -3’ and reverse: 5’-

GTGCTGGCCTTGGTGAGGTT -3’), 256 bp fragment of Ang1 cDNA (GenBank 

no. NM_001146; forward: 5’-GATGGCAACTGTCGTGAGAG -3’, and reverse: 5’-

AGAGGAGGCTGGTTCCTATC -3’) and 220 bp fragment of Ang2 cDNA 

(GenBank no. NM_001147; forward: 5’-CAGCATCAGCCAACCAGGAA -3’, and 

reverse: 5’-TGTGGCCTTGAGCGAATAGC -3’.  HUVEC were used as a positive 

control for the quantification of Ang2 mRNA.  To confirm the specificity of the PCR 

products, the melting profile of each sample was determined by heating from 55°C to 

95°C while measuring the fluorescence emitted. Analysis of the melting curve 

showed that each pair of primers amplified a single product. Each run consisted of an 

initial denaturation time of 10 min at 95°C and 50 cycles at 95°C for 30 s, 55°C for 

60 s, and 72°C for 60 s.  Absolute quantification for each gene was determined from a 

standard curve using a serial dilution of specific amplicon (cDNA) from 106 to 103 



                                                                                                                                   73                                              

copies.  One nanogram (1 ng) of total RNA was used for all samples.  Efficiencies of 

generated standard curves were between 90% and 100%. 

 

FACS analysis: Neutrophils (107 cells/ml) were rinsed and resuspended in PBS, 

normal sheep IgG (5 µg/ml) was added and the cells incubated for 30 minutes at 4°C 

in order to prevent nonspecific binding via FcRs.  Cells were rinsed and fixed in 4% 

paraformaldehyde (PFA) for 20 minutes at 4°C.  Neutrophils were rinsed and 

permeabilized in the Perm/Wash buffer of the Cytofix/Cytoperm kit (BD 

Biosciences, Mississauga, ON) for 15 minutes at 4°C.  The cells were then incubated 

with rabbit polyclonal anti-human VEGF IgG (10-20 µg/ml), goat polyclonal anti-

human Ang1 IgG (10-20 µg/ml), goat polyclonal anti-human Ang2 IgG (10-20 

µg/ml) and with rabbit or goat IgG isotype controls (10-20 µg/ml; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA) for 30 minutes at 4°C.  Following additional rinses, 

neutrophils were incubated with secondary donkey anti-goat, FITC-conjugated IgG 

(1:600) or goat anti-rabbit FITC-conjugated IgG (1:200).  Cells were rinsed and 

resuspended in Perm/Wash buffer.  Flow cytometric analysis (10 000 events) was 

performed using a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson). 

 

Subcellular fractionation:  Since VEGF is known to be stored and released from 

specific granules (Gaudry and al. 1997), we wanted to assess the localization of Ang1 

in neutrophils. Azurophilic, specific and secretory granules were purified as 

previously described (Gaudry and al. 1997; Kjeldsen and al. 1999). Specifically, 

purified neutrophils (2.5 x 108/10 ml of relaxation buffer; 100 mM KCl, 3 mM NaCl, 
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1 mM ATPNa2, 3.5 mM MgCl2, 10 mM Piperazine N,N’-bis2[ethan-sulfonic acid], 

pH 7.2 containing 0.5 mM PMSF) were pressurized under nitrogen for 20 minutes at 

450 psi with constant stirring in a nitrogen bomb (Parr Instrument, Moline, IL).  The 

cavitate was then collected into a PBS-EGTA (150 mM) solution to a final 

concentration of 1.5 mM.  Nuclei and unbroken cells were pelleted by centrifugation 

of the cavitate.  The supernatant was decanted, loaded on Percoll gradients and spun 

at 4°C for 20 minutes at 37 000 g.  Percoll was removed from pooled fractions by 

centrifugation at 100 000 g for 60 minutes at 4°C.  The cavitate, azurophilic, specific 

and secretory fractions were further incubated with 1% Triton for 60 minutes on a 

shaker, thus releasing the contents of the aforementioned granules.  The fractions 

were centrifuged at 15 000 g for 10 minutes and the supernatant stored at -80°C for 

further quantification of Ang1 and VEGF. 

 

Quantification of VEGF, Ang1 and Ang2 in neutrophils by ELISA:  To assess total 

VEGF, Ang1 and Ang2 cell content, neutrophils were disrupted by pulse sonication 

with a Vibra Cell™ (Sonics and Materials Inc, St Louis, MO) set at 35% amplitude 

for 4 cycles of 15 seconds each.  The homogenates were centrifuged at 15 000 g for 

10 minutes at 4°C.  Supernatants were stored at -80°C for further VEGF, Ang1 and 

Ang2 quantification by ELISA development kits (R&D Systems, Minneapolis, MN), 

accordingly to manufacturer’s instructions and performed on high-binding specific 

Immulon® 4 HBX 96-well plates.  
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Neutrophil culture and stimulation:  Purified neutrophils were cultured in 24-well 

plates without extracellular matrix coating as previously described (Gaudry and al. 

1997).  Briefly, neutrophils (6 x 106/ml) were incubated in RPMI-1640 (Cambrex Bio 

Science, Walkersville, MD) supplemented with 5% fetal bovine serum (PAA 

Laboratories, Etobicoke, ON), 1% penicillin/streptomycin/GlutaMAX (GIBCO, 

Grand Island, NY) and 25 mM HEPES (Sigma, Oakville, ON) and stimulated from 

15 to 240 minutes with phorbol myristate acetate (PMA), N-Formyl-Met-Leu-Phe 

(fMLP), interleukin-8 (IL-8), Ang1 and Ang2 (R&D Systems), VEGF (PeproTech 

Inc., Rocky Hill, NJ), or tumor necrosis factor alpha (TNF-α; Cedarlane Laboratories, 

Burlington, ON) at 37°C, 5% CO2.  In another set of experiments, neutrophils (6 x 

106/ml) were pretreated either with a  calcium chelator (BAPTA-AM; Calbiochem, 

La Jolla, CA) or with pentoxifyllin ((3,7-dimethyl-1-(5-okohexyl)-xanthine); PTX, 

Sigma), an inhibitor of neutrophil degranulation for 30 minutes prior to PMA 

stimulation as described above.  Upon neutrophil stimulation, supernatants were 

centrifuged at 900 g for 7 minutes at 4°C, and stored at -80°C for VEGF and Ang1 

quantification by ELISA as detailed above. 

 

Statistics: Results were expressed as the mean ± SEM. A paired Student t-test was 

performed and differences were considered significant at P values less than .05.   
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2.4 RESULTS 
Expression of angiopoietins and VEGF in human neutrophils. In order to investigate 

the expression of angiopoietins in neutrophils, we performed a RT-PCR assay 

showing Ang1 but not Ang2 mRNA expression (Figure 1A). To confirm that the 

absence of Ang2 mRNA detection in neutrophils was not due to inadequate 

experimental conditions, we performed the same experiment under the same 

conditions in HUVEC and detected Ang2 mRNA (Figure 1A), as previously reported 

(Hegen and al. 2004).  An RT-PCR assay to detect VEGF mRNA in neutrophils was 

also performed as a positive control (Figure 1A).  The specificity of the PCR reaction 

was further validated by sequencing the Ang1 product amplified in the neutrophils 

(data not shown). 

 We then quantified Ang1, Ang2 and VEGF mRNA expression in neutrophils 

by determining their respective number of mRNA copies.  The copy number for 

Ang1 and VEGF mRNA was 52 500 ± 6500 and 678 000 ± 110 000 respectively. We 

could not detect Ang2 mRNA.  To insure the specificity of Ang2 primers, we 

performed a RT-qPCR under the same conditions, using mRNAs from HUVEC, and 

detected 440 000 ± 68 000 copies of Ang2 mRNA (Figure 1B).    

 We then performed FACS analysis on a population of purified 

polymorphonuclear cells containing over 98% neutrophils to assess Ang1, Ang2 and 

VEGF protein expression.   In the FACS analysis, whole permeabilized neutrophils 

from various donors stained positively with a primary human Ang1 IgG (10 and 20 

µg/ml) / secondary FITC-coupled IgG complex, and human VEGF IgG (10 and 20 

µg/ml) / secondary FITC-coupled IgG complex (positive control), providing a right 
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shift of fluorescein detection as compared to equivalent concentration of control 

isotypic IgG (Figure 2).  By contrast, the neutrophils from these donors stained 

negatively with a primary human Ang2 IgG (10 and 20 µg/ml) / secondary FITC-

coupled IgG complex (Figure 2). 

 

Quantification, localization and mechanisms regulating VEGF and Ang1 release:  

Stimulation of neutrophils by agonists can promote the release of numerous 

inflammatory mediators, including IL-8, TNF-α and VEGF.  The secretion of the 

latter from human neutrophils was shown to be induced by agonists such as PMA, 

TNF-α and fMLP (Gaudry and al. 1997).  As our current data demonstrate the 

presence of Ang1 in neutrophils, we assessed the capacity of these agonists to induce 

Ang1 release and VEGF (as positive control) from neutrophils.  In resting neutrophils 

(6 x 106/ml), basal levels of Ang1 and VEGF release did not fluctuate significantly 

from 0 to 120 minutes.  The basal levels of Ang1 and VEGF at 15 minutes were 153 

± 35 pg/ml and 24 ± 8 pg/ml respectively (Figure 3A and B). Treatment of 

neutrophils with PMA (80 nM) (Gaudry and al. 1997) induced a rapid and sustained 

release of Ang1 and VEGF.  Ang1 release was nearly maximal within 15 minutes and 

reached a 2.8-fold increase at 60 minutes post-treatment as compared to control PBS-

treated neutrophils (Figure 3A).  Similarly, PMA induced a rapid VEGF release 

which was maximal within 30 minutes post-treatment and corresponding to 18.9-fold 

increase as compared to its own control-PBS treated cells (Figure 3B).  In addition, 

by performing neutrophil sonication, which leads to complete disruption of the cell 

membrane and intracellular granules, we observed that PMA treatment provided an 
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almost complete depletion (>98%) of Ang1 and VEGF from the neutrophils (data not 

shown).  Using the same sonication approach, we did not detect Ang2 protein in 

neutrophil exudates (data not shown).  

 It has previously been reported that VEGF is predominantly stored in the 

specific granules (β-granules) of the neutrophils (Gaudry and al. 1997).  In addition, 

fMLP and TNF-α are known to be weak secretatgogues of neutrophil specific 

granules (Faurschou and Borregaard 2003; Klebanoff and al. 1986; Richter and al. 

1989).  As previously reported (Gaudry and al. 1997), treatment with fMLP (10 nM) 

or TNF-α (10 nM) induced a rapid (maximal within 60 minutes) but partial release of 

VEGF that was increased by  3.1- and 3.9-fold respectively as compared to control 

PBS levels.  However, similar treatment with fMLP or TNF-α did not promote the 

release of Ang1 (Figure 3A and B). 

 We have previously reported that Ang1 and Ang2 potentiated CXC8/IL-8 

chemotactic activities in neutrophils (Brkovic and al. 2007).  Thus, we assessed the 

capacity of IL-8 to induce Ang1 and VEGF release from neutrophils. IL-8 (10 nM) 

(Brkovic and al. 2007) did not promote the release of either Ang1 or VEGF (Figure 

3A and B).  In addition, we assessed the capacity of VEGF and Ang2 (0.1, 1 and 10 

nM) to promote Ang1 release and the capacity of both angiopoietins (Ang1, Ang2; 

0.1, 1 and 10 nM) to promote VEGF release.  We did not detect Ang1 or VEGF 

release under these conditions (data not shown). 

 Depending upon the agonists used, our data demonstrate a different releasing 

pattern between VEGF and Ang1, suggesting a possible difference in their subcellular 

localization in neutrophils.  For instance, it has been reported that VEGF is 
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predominantly stored in β-granules (specific granules), with minor amounts detected 

in either α- and γ-granules (azurophilic and secretory granules) or in the cytosolic 

fraction (Gaudry and al. 1997) thus, its localization in the current study was used as a 

comparative positive control.  Briefly, using the nitrogen cavitation technique, 

neutrophils (2.5 x 108) were pressurized to provide extracellular membrane 

disruption, keeping nuclei and granules intact (Chibber and Castle 1983).  The 

contents of VEGF and Ang1 from the purified cavitate, the cytosolic and the α-, β-, 

and γ-granule fractions were extracted using 1% Triton X-100 and quantified by 

ELISA.  As shown previously, VEGF was mainly recovered from the specific 

granules (63.1%) (Gaudry and al. 1997).  However, we observed that Ang1 was 

almost exclusively localized in the cytosolic fraction (91.3%), with minor levels 

being detected in α-, β-, and γ-granules (Figure 4A and B).   

 To confirm that Ang1 localized to the cytosolic fraction whereas VEGF was 

in β-granules, we pretreated neutrophils with Pentoxifylline, a well known inhibitor 

of degranulation (Currie and al. 1990).  Pretreatment of neutrophils with 

Pentoxifylline (500 µM) (Gaudry and al. 1997), 30 minutes prior to stimulation with 

PMA (80 nM) from 15 to 120 minutes reduced VEGF release by up to 78% (Figure 

5B). Pentoxifylline did not interfere with Ang1 release (Figure 5A).    

 Neutrophil degranulation requires an increase in intracellular calcium.  Since 

Ang1 appears to be localized in the cytosol and inhibition of neutrophil degranulation 

does not affect its release, we thus wanted to determine if its exocytosis is calcium 

dependent.  Neutrophils were pretreated with a cell-permeable calcium chelator 

(BAPTA-AM; 50 µM) 30 minutes prior to stimulation with PMA (80 nM).  
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Pretreatment with BAPTA-AM reduced PMA-mediated VEGF release by 75 to 88% 

(Figure 6B), whereas Ang1 release was unaffected (Figure 6A). 
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2.5 DISCUSSION 
In the current study, we examined the expression of angiopoietins and VEGF in 

human neutrophils.  Our data highlight the novel observation that Ang1 is expressed 

in human neutrophils and stored almost exclusively in the cytosolic fraction.  By 

contrast, VEGF was predominantly located in the specific (β)-granules (Gaudry and 

al. 1997).  Using selective agonists, we observed a differential display in the capacity 

of neutrophils to promote Ang1 and VEGF secretion.  Finally, we observed that Ang2 

is not expressed in human neutrophils. 

  

The finding that neutrophils constitutively express Ang1 but not Ang2, 

whereas endothelial cells express Ang2 but not Ang1 and that both angiopoietins can 

be rapidly secreted upon specific stimulation provides novel insight regarding the 

complexity of the interactions between neutrophils and endothelial cells.  The 

observation that Ang1 is selectively localized in the cytosol whereas VEGF is 

localized in the specific (β)-granules is not unique.  Other studies reported the 

localization of proteins and growth factors in the cytosol, independently from granule 

subsets in neutrophils and other cell types, and that these proteins can be secreted 

upon cell stimulation by selective agonists (Renko and al. 1990; Sallenave and al. 

1997).  To further support our current observation regarding the localization of Ang1 

in the cytosol and VEGF in the specific (β)-granules, neutrophils were pretreated with 

a selective degranulation inhibitor (Pentoxifylline), which prevented PMA-mediated 

VEGF release, without interfering with Ang1 secretion.  Finally, using an extra- and 

intracellular calcium chelator, we observed that the release of Ang1 was calcium-
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independent as opposed to VEGF-exocytosis.  This latter observation is in agreement 

with the requirement of an increase of intracellular calcium to facilitate the 

degranulation process (Sengelov and al. 1993).  By contrast, Ang1 is localized in the 

cytosol, independent of neutrophil granule subsets, and its release is apparently 

calcium independent.  Interestingly, only PMA, which is well established to promote 

a powerful release of intracellular neutrophil contents (Wright and al. 1977) has been 

able to induce Ang1 release.  Treatment with various agonists including TNF-α, LPS, 

IL-8, PAF, thrombin and histamine which are known to promote partial or complete 

degranulation and release of proteins from neutrophils (Baranes and al. 1986; Gaudry 

and al. 1997; O'Flaherty 1985; Seligmann and al. 1983; Shen and al. 2007) were 

unable to promote Ang1 release.  This latter observation suggests that the release of 

proteins stored in the cytosol might require the contribution of other physiological 

agonists, a selective environment or specific cell interactions, either under 

physiological or patho-physiological conditions, which remain to be identified.   

  For instance, neutrophils are involved in tissue injury associated with a 

number of inflammatory diseases including rheumatoid arthritis (Kitsis and 

Weissmann 1991), ischemia-reperfusion injury (Zimmerman and Granger 1994) and 

adult respiratory distress syndrome (Boxer and al. 1990).  In addition, the expression 

of Ang1 and Tie2 are up regulated in inflammatory cells associated to rheumatoid 

arthritis (DeBusk and al. 2003), Tie2 receptors are also expressed on synovial lining 

cells, endothelial cells, smooth muscle cells and fibroblasts in synovial tissue in 

patients with rheumatoid arthritis (Makinde and Agrawal 2008; Takahara and al. 

2004; Uchida and al. 2000), whereas in normal individuals, Tie2 expression is limited 



                                                                                                                                   83                                              

to the capillary endothelium (Makinde and Agrawal 2008; Shahrara and al. 2002; 

Uchida and al. 2000).  It was recently reported that Ang1 and matrix 

metalopreoteinase-3 (MMP3) were strongly expressed at the invasive front of the 

active rheumatoid pannus extensively invading and degrading the cartilaginous 

matrix (Hashiramoto and al. 2007). 

In addition to its expression in proinflammatory cells, Tie2 and both 

angiopoietins were observed in various tumor cell types (Kukk and al. 1997; Lee and 

al. 2006; Nakayama and al. 2005). There is also evidence of a direct correlation 

between Tie2 activation and upregulation of integrin β1, the latter being directly 

involved in the escape of cancer cells from immune surveillance (Lee and al. 2006; 

Yasuda and al. 2001). Work from our laboratory demonstrated the capacity of both 

angiopoietins to promote endothelial P-selectin translocation and a rapid functional 

upregulation of neutrophil β2-integrin complex (CD11/CD18), which together 

contribute to increased neutrophil adhesiveness to activated endothelial cells 

(Lemieux and al. 2005; Maliba and al. 2008).  By modulating the adhesive properties 

of endothelial, inflammatory and tumor cells, the autocrine and/or paracrine 

interaction between Ang1/Ang2 and Tie2 can contribute to tumor angiogenesis and 

metastasis and other diseases associated with pathological angiogenesis (Hu and al. 

2006; Makinde and Agrawal 2008).   

 In conclusion, neutrophils represent a constitutive pool of Ang1 which can be 

rapidly released upon selective stimulation whereas endothelial cells provide a 

complementary pool of Ang2.  Thus, the capacity of both cell types to selectively 

synthesize and release selectively the angiopoietins may support interweaving 
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biological activities during the interaction process between neutrophils and 

endothelial cells.  
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2.8 FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Expression and quantification of angiopoietins and VEGF mRNA in 

neutrophils.  Total RNAs were obtained from human neutrophils using RNeasy 

extraction kit.  Primers were used to amplify Ang1, Ang2, VEGF and GAPDH 

mRNA fragments.  Ang1 and VEGF mRNA was localized in neutrophils, whereas 

Ang2 mRNA was absent in neutrophils but present in HUVEC as positive control 

(A).  The expression levels of aformentionned genes were determined by real-time 

quantitative PCR (B) using a standard curve of specific amplicons (cDNA) from 103 

to 106 copies (N/D : Not detectable).   

 

Figure 2: Detection of Ang1, Ang2 and VEGF protein expression in neutrophils 

by FACS analysis.  Permeabilized neutrophils (107 cells) were incubated with rabbit 

polyclonal anti-human VEGF IgG (10-20 µg/ml) (A) goat polyclonal Ang1 anti-

human IgG (10-20 µg/ml) (B), goat polyclonal Ang2 anti-human IgG (10-20 µg/ml) 

(C)  or with rabbit and goat IgG isotype controls (10-20 µg/ml) for 30 minutes at 4°C. 

Neutrophils were then incubated with secondary donkey anti-goat FITC-conjugated 

IgG (1:600) or goat anti-rabbit FITC-conjugated IgG (1:200).  Flow cytometric 

analysis (10 000 events) was performed using a FACScan. 

 

 Figure 3: Agonists-mediated VEGF and Ang1 neutrophil secretion.  Neutrophils 

(6 x 106) were treated with various agonists (PMA 80 nM, fMLP 10 nM, TNF-α 10 

nM and IL-8 10 nM) for 15 to 120 minutes.  VEGF and Ang1 release was measured 

in the supernatant by ELISA.  The values were compared to corresponding control 
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PBS-treated cells.   Results were expressed as the mean ± SEM of experiments 

performed in triplicate.  Statistical comparisons were performed by a paired Student 

t-test. *p< 0.05, **p< 0.01 and ***p< 0.001 as compared to PBS treated neutrophils. 

 

Figure 4: Localization of Ang1 and VEGF in neutrophils.  Neutrophils (2.5 x 108) 

were pressurized under nitrogen for 20 minutes at 450 psi with constant stirring in a 

nitrogen bomb.  The cavitate was collected, nuclei and unbroken cells were pelleted 

by centrifugation of the cavitate.  The supernatant was loaded on Percoll gradients 

and centrifuged in order to fractionate the azurophilic (α), specific (β), secretory (γ)-

granules and the cytosolic content.  These fractions were lyzed using 1% Triton-PBS 

solution for 60 minutes.  Ang1 (A) and VEGF (B) protein content in each fraction 

was analyzed by ELISA.  VEGF is mainly stored in the specific (β) granules, whereas 

Ang1 is found in the cytosolic fraction of the neutrophils. 

 

Figure 5: Pentoxifylline inhibits VEGF but not Ang1 release from PMA-treated 

neutrophils.  Neutrophils (6 x 106 cells) were pretreated with a selective 

degranulation inhibitor (Pentoxifylline; 500 µM) for 30 minutes prior to stimulation.  

Neutrophils were then stimulated with PMA (80 nM) for 15 to 120 minutes.  Ang1 

(A) and VEGF (B) release was measured in the supernatant by ELISA.  Basal levels 

of Ang1 and VEGF release mediated by PBS after 15 minutes of stimulation were 

used as controls and the values set to one (1).  Results were expressed as the mean ± 

SEM of experiments performed in triplicate.  *p< 0.05, **p< 0.01 and ***p< 0.001 
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as compared to PBS treated neutrophils, †††p < 0.001 as compared to PMA-treated 

neutrophils. 

 

Figure 6: BAPTA-AM inhibits VEGF but not Ang1 release from PMA-treated 

neutrophils.  Neutrophils (6 x 106 cells) were pretreated with a cell-permeable 

calcium chelator (BAPTA-AM; 50 µM) for 30 minutes prior to stimulation.  

Neutrophils were then stimulated with PMA (80 nM) for 15 to 120 minutes.  Ang1 

(A) and VEGF (B) release was measured in the supernatant by ELISA.  Basal levels 

of Ang1 and VEGF release mediated by PBS after 15 minutes of stimulation were 

used as controls and the values set to one (1).  Results were expressed as the mean ± 

SEM of experiments performed in triplicate.  *p< 0.05, **p< 0.01 and ***p< 0.001 

as compared to PBS treated neutrophils, †††p < 0.001 as compared to PMA-treated 

neutrophils. 
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2.9 FIGURES 
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Figure 1A 
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Figure 1B 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 

0

1

2

3

4

5

*

*
*

*

15     30     60     120    15      30      60     120    15    30     60     120

Ang1

Time (minutes)

A
ng

1 
re

le
as

e 
 (

fo
ld

 in
cr

ea
se

)

0

20

40

60

80

100

120

140

160

***

*** ***

***

******
*****

††† †††
††† †††

15     30     60     120    15      30      60     120    15    30     60     120

VEGF

Time (minutes)

V
E

G
F

 r
el

ea
se

 (
fo

ld
 in

cr
ea

se
)

PBS

PMA

PMA + BAPTA-AM

A

B

0

1

2

3

4

5

*

*
*

*

15     30     60     120    15      30      60     120    15    30     60     120

Ang1

Time (minutes)

A
ng

1 
re

le
as

e 
 (

fo
ld

 in
cr

ea
se

)

0

20

40

60

80

100

120

140

160

***

*** ***

***

******
*****

††† †††
††† †††

15     30     60     120    15      30      60     120    15    30     60     120

VEGF

Time (minutes)

V
E

G
F

 r
el

ea
se

 (
fo

ld
 in

cr
ea

se
)

PBS

PMA

PMA + BAPTA-AM

A

B

 

 

 



104 

3.0 Article #2 
 

Neagoe, P.E., E. Dumas, F. Hajjar, and M.G. Sirois, Angiopoietin-1 but not 

angiopoietin-2 induces IL-8 synthesis and release by human neutrophils. J Cell 

Physiol, 2011. 



                                                                                                                                   105                                              

Angiopoietin-1 but not angiopoietin-2 induces IL-8 synthesis and release by 

human neutrophils 

 

Paul-Eduard Neagoe1,2, Elizabeth Dumas1,2, Fadi Hajjar1 and Martin G. Sirois1,2* 

1Research center, Montreal Heart Institute, 2Department of pharmacology, 

Faculty of Medicine, Université de Montréal, Montreal (Quebec), Canada 

 

 
*Corresponding author: 

Martin G. Sirois  

Research Center 

Montreal Heart Institute 

5000 Belanger Street 

Montreal, Qc, Canada 

H1T 1C8 

Phone #: 514-376-3330 ext.3583 

Fax #: 514-376-1355 

 

 

 

Running head: Ang1-mediated IL-8 release by neutrophils 

 

 

 

Key words: cytokines, inflammation, growth factors, p42/44 MAPK   

 

 

6 figures, 1 table 

 

Canadian Institutes of Health Research (CIHR; MOP-97943) 



106 

3.1 ABSTRACT 
We previously reported Tie2 receptor expression on human neutrophils, which 

promotes chemotactic activities upon activation by both angiopoietins (Ang1 and 

Ang2).  Moreover, we observed that neutrophil pretreatment with Ang1 or Ang2 

enhances IL-8 chemotactic effect.  Therefore, we assessed the capacity of Ang1 

and/or Ang2 to modulate neutrophil IL-8 synthesis and release.  Neutrophils isolated 

from healthy donors were stimulated in a time- (1-6 hours) and concentration- (10-10-

10-8 M) dependent manner with both angiopoietins.  IL-8 mRNA production was 

measured by RT-qPCR, whereas its protein synthesis and release from neutrophils 

was assessed by ELISA.  Ang1 (10-8 M) induced a significant and maximal increase 

of IL-8 mRNA (4.7-fold) within 1 hour, and promoted maximal IL-8 protein 

synthesis (3.6-fold) and release (5.5-fold) within 2 hours as compared to control PBS-

treated neutrophils.  Treatment with Ang2 alone did not modulate IL-8 synthesis or 

release, and its combination to Ang1 did not affect Ang1 activity.  Neutrophil 

pretreatment with a protein synthesis inhibitor (CHX) increased IL-8 mRNA 

synthesis by 18-fold, and reduced Ang1-mediated IL-8 protein synthesis and release 

by 96 and 92% respectively.  Pretreatment with a transcription inhibitor (ActD) 

reduced IL-8 mRNA synthesis by 54% and IL-8 protein synthesis and release by 52 

and 79% respectively.  Using specific kinase inhibitors, we observed that Ang1-

driven IL-8 mRNA and protein synthesis is p42/44 MAPK-dependent and -

independent from p38 MAPK and PI3K activity.  Our study is the first to report the 

capacity of Ang1 (as opposed to Ang2) to promote neutrophil IL-8 synthesis and 

release through the p42/44 MAPK pathway activation. 
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3.2 INTRODUCTION 
Angiogenesis is the process by which new blood vessels are developing from pre-

existing vasculature.  This process is timely regulated by the coordinated participation 

of selective growth factors, such as VEGF and both angiopoietins (Ang1 and Ang2) 

(Carmeliet, 2000; Jones et al., 2001; Yancopoulos et al., 2000).  In addition, these 

growth factors are also involved in the regulation of inflammatory processes (Fiedler 

et al., 2006; Kanazawa, 2007; Kim et al., 2001; Roviezzo et al., 2005).  The principal 

members of the angiopoietins, Ang1 and Ang2, were found to activate Tie2 receptor, 

initially reported for being expressed on endothelial cell (EC) surface.  Ang1 has been 

characterized as Tie2 agonist, promoting the maturation of unstable vessels in the 

presence of VEGF (Thurston et al., 1999), whereas Ang2 was initially described as 

natural endogenous Tie2 antagonist for its capacity to destabilize preexisting vessels 

prior to VEGF-induced angiogenesis (Maisonpierre et al., 1997).  However, over the 

last decade, mounting evidences indicated that Ang2 can also behave as Tie2 agonist, 

as demonstrated by its capacity to promote EC tube-like structure formation and 

migration (Mochizuki et al., 2002; Teichert-Kuliszewska et al., 2001) and EC 

survival (Harfouche and Hussain, 2006).  Recent studies also revealed that 

angiopoietins can modulate EC behaviour toward proinflammatory cytokines.  For 

instance, Ang2 was shown to serve as a priming factor for tumor necrosis factor 

(TNF)-α (Fiedler et al., 2006).  Moreover, Ang1 and Ang2 were shown to potentiate 

VEGF-mediated angiogenesis in a mouse cornea model (Asahara et al., 1998).  

 Pathological angiogenesis is proactive in the development of diseases such as 

tumor growth metastasis, atherosclerosis, rheumatoid arthritis, psoriasis and vascular 
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retinopathy (Carmeliet, 2005).  One common trait between these pathological 

conditions is the presence of an inflammatory environment, which precedes and 

accompanies angiogenesis, as evidenced by a vascular permeability increase and the 

recruitment of inflammatory cells (Dvorak et al., 1995; Jackson et al., 1997). 

Amongst inflammatory cells, neutrophils are the first ones to be recruited to 

the inflammatory site, which participate in the development of a pro-angiogenic 

environment by their capacity to synthesize and release pro-inflammatory and pro-

angiogenic cytokines such as Ang1, VEGF, TNF-α, interleukins (ILs; IL-1, IL-6 and 

IL-8) and matrix metalloproteinase degrading enzymes (MMPs) which are all 

contributing to orchestrated sequences associated to blood vessels formation 

(McCourt et al., 1999; Shaw et al., 2003).  

Interleukin-8 (IL-8) is one of the major pro-inflammatory mediators released 

by the neutrophils inducing numerous inflammatory activities such as respiratory 

burst (Schroder et al., 1987), generation of superoxide and hydrogen peroxide 

(Thelen et al., 1988), cellular reorganization (Thelen et al., 1988), secretion of 

catalytic enzymes (metalloproteinases, lysosymes) (Peveri et al., 1988), synthesis of 

bioactive lipids (Schroder, 1989), translocation and activation of adhesion molecules 

(Paccaud et al., 1990), chemotaxis (Huber et al., 1991) and pro-survival activity 

(Goodman et al., 1998).  In addition, in function of the stimuli the release of IL-8 by 

the neutrophils is dependent on the activation of p38 and/or p42/44 MAPK pathways 

(Lee et al., 2009; Marie et al., 1999).  On our side, we observed that Ang1 and Ang2 

mediate neutrophil migration in a concentration-dependent manner, and that a pre-

treatment of the neutrophils either with Ang1 or Ang2 increase IL-8 chemotactic 
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activity.  These latter effects were mediated through the activation of the PI3K/Akt 

pathway and independently from p38 and p42/44 MAPK (Brkovic et al., 2007).  

Since neutrophils express IL-8 constitutively, and that its release can be 

triggered upon stimulation by selective pro-inflammatory mediators, we wanted to 

assess the capacity of both angiopoietins to promote IL-8 synthesis and release from 

the neutrophils, and if so, to delineate the signalling pathways involved in these 

processes. 
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3.3 MATERIAL AND METHODS 
Neutrophil isolation and purification 

Venous blood was obtained from healthy donors free from medication for at least 10 

days before the start of the experiments.  The study has been approved by the human 

ethical committee of the Montreal Heart Institute, and all subjects provided written 

informed consent.  Neutrophils were isolated as described previously (Brkovic et al., 

2007).  Ninety-eight percent of the isolated cells were polymorphonuclear cells, as 

determined with a Coulter counter, and viability was found to be greater than 98%, as 

assessed by Trypan blue dye exclusion assay.  

 

Neutrophil stimulation for IL-8 quantification  

Purified neutrophils (5 x 106/ml; 500 µl) were incubated in RPMI-1640 solution 

(Cambrex BioScience, Walkersville, MD) supplemented with 5% fetal bovine serum 

(FBS) (PAA Laboratories, Etobicoke, ON), 1% penicillin/streptomycin/GlutaMAX 

(P/S) (GIBCO, Grand Island, NY) and 25 mM HEPES (Sigma, Oakville, ON) and 

termed RPMI* (for complete RPMI-1640 solution). 

 In a first series of experiments, neutrophils were stimulated from 1 to 6 hours 

with N-Formyl-Met-Leu-Phe (fMLP), bacterial lipopolysaccharide (LPS; E. Coli 

0111:B4), (Sigma), Ang1 and Ang2 (R&D Systems, Minneapolis, MN) at 37°C, 5% 

CO2.  Upon neutrophil stimulation, cells were centrifuged at 900 g for 7 minutes and 

supernatants stored at -80°C for future IL-8 quantification by ELISA development 

kits (R&D Systems) accordingly to manufacturer’s instructions and performed on 

high-binding specific Immulon® 4 HBX 96-well plates.  In another set of 
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experiments, neutrophils (5 x 106/ml; 500 µl) were pretreated with either an mRNA 

transcription inhibitor (Actinomycin D; Sigma) or a protein synthesis inhibitor 

(Cycloheximide; Calbiochem, La Jolla, CA) for 30 minutes prior to agonist 

stimulation for 1 to 6 hours as described above.  Upon neutrophil stimulation, cells 

were centrifuged at 900 g for 7 minutes and supernatants were stored at -80°C for IL-

8 quantification as aforementioned.  Neutrophil pellets were vortexed for 30 seconds 

after being resuspended in RPMI*- containing 1% Triton (J.T. Baker; Phillipsburg, 

NJ) and a protease inhibitor (Pefabloc, 1 mM; Sigma) -solution in order to collect 

intracellular neutrophil content.  Cells were then centrifuged at 15000 g for 7 minutes 

at 4°C, and supernatants stored at -80°C for IL-8 quantification by ELISA.  

In the last series of experiments, neutrophils (5 x 106/ml; 500 µl) were 

pretreated with specific inhibitors of p38 MAPK (SB203580; Calbiochem), MEK-1/2 

(U0126; Millipore, Billerica, MA), Akt (Triciribine; Calbiochem) for 30 minutes 

prior to agonist stimulation.  Upon neutrophil stimulation, cells were centrifuged at 

900 g for 7 minutes.  Supernatants were stored at -80°C for further IL-8 

quantification by ELISA.  In order to collect neutrophil intracellular content, cell 

pellets were vortexed for 30 seconds after being resuspended in RPMI-1640*- 

containing 1% Triton and Pefabloc.  Cells were then centrifuged at 15000 g for 7 

minutes at 4°C, and supernatants stored at -80°C for further IL-8 quantification by 

ELISA. 
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ERK-1/2 phosphorylation analyses  

Neutrophils (5 x 106/ml) were stimulated with fMLP, LPS and Ang1 at 37°C, 5% 

CO2 for 5 to 60 minutes as described above.  In parallel, a series of experiments were 

carried by pretreating the neutrophils with the MEK-1/2 inhibitor (U0126) for 30 

minutes prior to agonist stimulation for an additional 30 minutes.   At the end of each 

incubation time period, neutrophils were centrifuged at 900g for 7 minutes at 4°C and 

the supernatant discarded. Neutrophil pellets were vortexed for 30 seconds after being 

resuspended in lysis buffer (1 mM EDTA, 0.5% Triton X-100, 5 mM NaF, 6 M urea, 

10 µg/ml Leupeptin, 10 µg/ml Pepstatin, 100 µM PMSF, 3 µg/ml Aprotinin, 2.5 mM 

sodium pyrophosphate, 1 mM activated sodium orthovanadate in PBS, pH 7.4) and 

incubated for 15 minutes on ice.  Cells were then centrifuged at 15000 g for 7 

minutes at 4°C and supernatants stored at -80°C for further quantification of ERK 

phosphorylation by the human/mouse/rat phospho-ERK1 (T202/Y204)/ERK2 

(T185/Y187) ELISA kit (R&D Systems) accordingly to manufacturer’s instructions. 

 

Real time quantitative transcriptase-polymerase chain reaction (RT-qPCR) analyses 

Neutrophils (5 x 106/ml; 1 x 107 total) were stimulated (1 to 6 hours) as described 

above.  Total RNAs were isolated by using RNeasy extraction kit (Qiagen, 

Mississauga, ON, Canada).  Seventy-five nanogram of RNAs was reverse transcribed 

using random hexamers and the Moloney murine leukemia virus (MMLV) reverse 

transcriptase (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) as described by the manufacturer.  

Primers were used to amplify a 143-base pair (bp) fragment of IL-8 cDNA (GenBank 

no. NM_000584.2; forward: 5’-GCAGCTCTGTGTGAAGGTGCAGT-3’, and 
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reverse 5’-GTGTTGGCGCAGTGTGGTCC -3’) and a 93-bp fragment of β-

microglobulin cDNA (GenBank no. MIM109700; forward: 5’-

TAGCTGTGCTCGCGCTACTC -3’, and reverse: 5’-

TTCCATTCTCTGCTGGATGACG-3’). The expression level of IL-8 was 

determined using a Brilliant SYBR Green qPCR master mix (Invitrogen) and a 

Mx3000P real-time PCR system (Stratagene).  To confirm the specificity of the PCR 

products, the melting profile of each sample was determined by heating from 55°C to 

95°C while measuring the fluorescence emitted. Analysis of the melting curve 

showed that each pair of primers amplified a single product.  Each run consisted of an 

initial denaturation time of 10 min at 95°C and 40 cycles at 95°C for 30 s, 55°C for 

60 s, and 72°C for 60 s.   

 

Statistical analysis 

Results were expressed as the mean ± SEM.  Comparisons were made by analysis of 

variance (ANOVA) followed by a Bonferroni t-test.  Differences were considered 

significant at p values ≤ 0.05. 
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3.4 RESULTS 

Angiopoietins effect on IL-8 release by the neutrophils 

In a first series of experiments we assessed the capacity of angiopoietins to induce IL-

8 release from the neutrophils in a concentration- (10-10 – 10-8 M) and time- (1 – 6 

hours) dependent manner.  We also used positive controls known for their capacity to 

promote neutrophil IL-8 release, such as fMLP (10-7 M) and LPS (10 µg/ml) 

(Cassatella et al., 1992; Fujishima et al., 1993).  Treatment with Ang1 at 10-10 and 10-

9 M for up to 6 hours did not mediate IL-8 release from neutrophils (Fig. 1).  

However, a treatment with Ang1 at 10-8 M increased significantly IL-8 release within 

1 hour and the maximal effect (5.6-fold increase) was achieved within 2 hours as 

compared to PBS-treated cells.  Treatment with Ang2 (10-10 – 10-8 M) for up to 6 

hours did not mediate IL-8 release from neutrophils.  To address whether the addition 

of Ang2 might affect Ang1-mediated IL-8 release, we combined both angiopoietins 

(10-10 – 10-8 M), and the results were similar to those mediated by Ang1 alone.  All 

the positive controls tested did induce a significant increase of IL-8 release as 

compared to PBS-treated cells from 1 to 6 hours post-treatment.  The most powerful 

agonist being LPS, which increased IL-8 release by up to 33-fold within 6 hours as 

compared to PBS-treated cells whereas the fMLP-treated cells induced a 13-fold 

increase of IL-8 release after 4 hours of stimulation (Fig. 1).   

 

Ang1 effect on IL-8 protein and mRNA synthesis in the neutrophils 

Although small concentrations of IL-8 protein are found in resting post-isolated 

neutrophils, the majority of IL-8 released comes from de novo synthesis (Kuhns and 
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Gallin, 1995; Lund and Øesterud, 2004).  Therefore, we assessed the capability of 

Ang1 to induce neutrophil IL-8 synthesis.  Upon neutrophil isolation, the constitutive 

endogenous concentration of IL-8 was 0.25 ± 0.04 ng/5 x 106 neutrophils.  

Neutrophils were then stimulated as aforementioned to address the kinetic (0-6 hours) 

of IL-8 synthesis (Fig. 2A).  Under physiological condition (PBS treatment), 

neutrophils had a constitutive IL-8 protein synthesis rate ranging from 1.06 to 1.99 

ng/5 x 106 neutrophils/hour from 1 to 6 hours post-isolation (Fig. 2A).  Neutrophil 

incubation with fMLP and LPS promoted a rapid and transient rise in IL-8 protein 

synthesis.  For both positive agonists, the maximal kinetic of IL-8 synthesis rate was 

observed within the first hour (10.15 and 9.80 ng/5 x 106 neutrophils/hour for fMLP 

and LPS), corresponding to a significant 9.6- and 9.2-fold increase respectively as 

compared to PBS-treated neutrophils.  The induction of IL-8 protein expression 

mediated by fMLP and LPS returned to the basal de novo synthesis rate values within 

2 and 6 hours respectively (Fig. 2A).  In fact, following the peak of IL-8 protein 

synthesis rate observed under fMLP stimulation, the synthesis rate of IL-8 was 

significantly decreased and even below the basal rate observed in PBS-treated 

neutrophils.  Treatment with Ang1 (10-9 M) presented a similar pattern of IL-8 

synthesis rate as observed under PBS-treated neutrophils.  However, at the higher 

concentration, Ang1 (10-8 M) increased the kinetic rate of IL-8 protein synthesis, by a 

maximum of 5.87 ng/5 x 106 neutrophils/hour within the first hour, corresponding to 

a significant 5.5-fold increase as compared to PBS-treated neutrophils (Fig. 2A).    

Since IL-8 protein synthesis can derive from the translation of constitutive 

and/or de novo IL-8 mRNA, we measured the effect of positive controls and Ang1 on 



116 

IL-8 mRNA synthesis in neutrophils.  The basal level of IL-8 mRNA was quantified 

at each time point, the neutrophils treated with PBS were used as basal internal 

control and its relative value was set to 1 for each time point.  Treatment with fMLP, 

LPS and Ang1 (10-8 M) promoted a rapid and significant increase (within the first 

hour) of IL-8 mRNA content by 4.7-, 4.6- and 4.1-fold respectively as compared to 

PBS-treated neutrophils (Fig. 2B).  Upon the first hour of stimulation, fMLP and 

Ang1 (10-8 M) were no longer capable to modulate positively the DNA transcription 

into IL-8 mRNA.  On the other hand, under LPS challenge, we observed up to 4 

hours, a sustained high level of IL-8 mRNA expression (Fig. 2B).   

Within the same series of experiments, we also addressed the capacity of 

Ang2 (10-9 and 10-8 M) to promote IL-8 protein and mRNA synthesis, and the latter 

had no significant effect as compared to control PBS-treated cells (data not shown).  

By integrating the data from figures 1 and 2A, we observed that under basal 

conditions, about 0.5% of total IL-8 synthesized was released by the neutrophils 

within a 6-hour time period, whereas neutrophils stimulation either with fMLP, LPS 

or Ang1 (10-8 M) provided a significant increase of IL-8 release by 9.0-, 12.4-, and 

5.3-fold respectively as compared to PBS-treated cells (Table I). 

 

Effect of CHX on IL-8 mRNA and protein expression in neutrophils 

Ang1 (10-8 M) and the positive controls induce a rapid and maximal IL-8 mRNA and 

protein synthesis within the first hour post-stimulation, which can be sustained for up 

to 4 hours under LPS stimulation.  Thus, we wanted to verify if this rapid de novo IL-

8 protein synthesis affects the outcome of IL-8 mRNA and protein synthesis.  To do 
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so, we used cycloheximide (CHX; 10 µg/ml), a broad eukaryotic translation 

elongation inhibitor, which prevents protein synthesis deriving from mRNA 

(Schneider-Poetsch et al., 2010).  

Pretreatment with CHX increased significantly IL-8 mRNA synthesis, up to 

3.8-fold in control PBS-treated neutrophils from 1 to 6 hours (Fig. 3A).  The addition 

of CHX significantly upregulated IL-8 mRNA synthesis up to 2 hours after fMLP, 

LPS and Ang1 (10-8 M) treatment by a maximum of 7.3-, 5.1- and 8.6-fold compared 

to vehicle-DMSO treated neutrophils, and this latter effect faded with time towards 

basal levels (Fig. 3A). 

 Pretreatment with CHX inhibited the basal rate of IL-8 protein synthesis 

(PBS-treated cells) by up to 74% for the 6-hour period and was efficient to abrogate 

by 94, 94 and 91% the acute synthesis rate of IL-8 protein observed within the first 

hour upon stimulation with fMLP, LPS and Ang1 (10-8 M) respectively (Fig. 3B).  

Since no significant IL-8 protein synthesis rate occurred following the one-hour peak, 

CHX did not further modulate the IL-8 protein synthesis rate from 2 to 6 hours post-

stimulation (Fig. 3B). 

 In addition, we observed that a pretreatment with CHX, reduced the basal IL-

8 release by up to 92% after 1 hour incubation.  Similarly, CHX inhibited IL-8 

release mediated by fMLP, LPS or Ang1 (10-8 M) with maximal inhibitions of 93, 93 

and 92% respectively, at one hour post-treatment and the inhibitory capacity of CHX 

was maintained across the 6-hour time period of the experiment (Fig. 3C). 
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Effect of ActD on IL-8 mRNA and protein expression in neutrophils
 

Since we observed that Ang1 (10-8 M) and both positive controls (fMLP and LPS) 

can induce the synthesis of IL-8 mRNA and its protein in the neutrophils, we 

addressed the capacity of Ang1 to modulate IL-8 mRNA stability and delineate the 

origin of its protein (constitutive or de novo synthesis).  Thus, we investigated the 

effects of an mRNA synthesis inhibitor, namely actinomycin D (ActD; 5 µg/ml) on 

Ang1-induced IL-8 mRNA and protein synthesis.   

 Pretreatment with ActD reduced gradually the basal IL-8 mRNA synthesis 

over time, reaching a maximal inhibition of 82% after 6 hours (Fig. 4A).  

Pretreatment with ActD decreased the IL-8 mRNA synthesis induced by fMLP and 

LPS (1-6 hours), with a maximal inhibition of 85 and 93 % upon a 6 hour-incubation 

time period.  However, ActD was efficient to decrease Ang1 (10-8 M)-mediated IL-8 

mRNA synthesis by 67% and only within the first hour post-stimulation (Fig. 4A). 

 Pretreatment with ActD inhibited in a time-dependent manner (1 to 6 hours) 

the basal rate of IL-8 protein synthesis by up to 100% (Fig. 4B).  The incubation with 

ActD inhibited IL-8 synthesis rate induced by fMLP, LPS and Ang1 (10-8 M) 

between 0-1 hour by 38, 41 and 39% respectively.  As previously described in the 

CHX study, following the initial peak of IL-8 protein synthesis (from 0-1 hour), the 

IL-8 synthesis rate decreased over time and the pretreatment with ActD was no 

longer or less effective at decreasing the rate of IL-8 protein synthesis (Fig. 4B). 

     Using the supernatant collected from the neutrophils treated for the 

quantification of IL-8 protein synthesis, we tested the capacity of ActD to modulate 

IL-8 release.  Pretreatment with ActD, reduced the basal IL-8 release by up to 62% 
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after 6 hours post-incubation (Fig. 4C).  Similarly, ActD inhibited IL-8 release 

mediated by fMLP and LPS with maximal inhibitions of 79 and 73% at 6 hours post-

stimulation, and the inhibitory capacity of ActD was maintained across the 6-hour 

time period of the experiment.  In addition, ActD pretreatment reduced Ang1 (10-8 

M)-mediated IL-8 protein release at 1 hour post-treatment by 72% respectively (Fig. 

4C). 

 

Effect of selective kinase inhibitors on IL-8 mRNA and protein modulation in 

neutrophils 

In order to delineate the pathways involved in Ang1-induced IL-8 mRNA and protein 

synthesis, we targeted the contribution of selective protein kinases (PI3K, p38 and 

p42/44 MAPK) involved in these processes.  Since IL-8 mRNA synthesis was 

maximal within 1 hour of stimulation with Ang1 (10-8 M), we used the same time 

period to determine if the aforementioned kinases play a role in Ang1-induced IL-8 

mRNA synthesis.  Neutrophils were incubated with the vehicle (DMSO), a p38 

MAPK inhibitor (SB203580; 10 µM) (Cuenda A Fau - Rouse et al.), a MEK-1/2 

inhibitor (U0126; 20 µM) (Favata et al., 1998) or a PI3K inhibitor (triciribine; 5 µM) 

(Sun et al., 2009) 30 minutes prior to agonist stimulation for one hour.  Neutrophil 

treatment with all kinase inhibitors alone did not modulate the basal IL-8 mRNA 

synthesis (Fig. 5A).  Incubation with SB203580 increased significantly the synthesis 

of IL-8 mRNA induced by fMLP and Ang1 (10-8 M) by 102 and 94% respectively, 

whereas LPS-induced IL-8 mRNA synthesis was reduced by 61%.  On the other 

hand, treatment with U0126 completely abrogated IL-8 mRNA synthesis stimulated 
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by fMLP and Ang1 (10-8 M), without affecting LPS-induced IL-8 mRNA synthesis.  

Finally, the blockade of PI3K pathway with triciribine did not modulate significantly 

the expression of IL-8 mRNA induced by both positive agonists and Ang1 (10-8 M) 

(Fig. 5A). 

Pretreatment with each kinase inhibitor did not modulate the basal IL-8 

protein synthesis after one hour of incubation.  Moreover, pretreatment with the p38 

MAPK inhibitor (SB203580) at the highest concentration (10 µM), only inhibited 

significantly LPS-induced IL-8 protein synthesis by 53%, without affecting IL-8 

protein synthesis mediated by fMLP and Ang1 (10-8 M) (Fig. 5B).  On the other 

hand, a 30 minutes incubation period with U0126 (20 µM) prior to agonist 

stimulation inhibited significantly fMLP and Ang1 (10-8 M)-driven IL-8 protein 

synthesis by 83 and 94% respectively, while U0126 had no effect on IL-8 protein 

synthesis mediated by LPS stimulation.  Pretreatment with the Akt inhibitor 

(triciribine) did not provide significant effect on IL-8 protein synthesis mediated by 

all the agonists including Ang1 (Fig. 5B). 

Finally, we assessed the contribution of these protein kinases on IL-8 release 

by the neutrophils upon stimulation by both controls and Ang1.  As the plateau of IL-

8 release mediated by Ang1 is observed within 2 hours post-stimulation, we elected 

this time period in the current series of experiments.  Individual pretreatment of 

neutrophils with the kinase inhibitors did not modulate the basal release of IL-8 upon 

2 hours of incubation. A pretreatment for 30 minutes with SB203580 (10 µM) prior 

to agonists stimulation reduced significantly LPS-induced IL-8 release by 83% while 

having no effect on fMLP and Ang1 (10-8 M)–mediated IL-8 release (Fig. 5C).  
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Pretreatment with the MEK-1/2 inhibitor U0126 (20 µM) inhibited fMLP- and Ang1-

induced neutrophil IL-8 release by 83 and 95% respectively, without affecting LPS-

mediated IL-8 release by the neutrophils.  Finally, the blockade of the PI3K pathway 

with the Akt inhibitor triciribine (5 µM) did not interfere with IL-8 release mediated 

by fMLP, LPS and Ang1 (10-8 M) (Fig. 5C). 

 

Ang1 mediated ERK-1/2 phosphorylation in neutrophils    

In order to confirm that the inhibitory effect of U0126 on IL-8 mRNA and protein 

synthesis mediated by fMLP and Ang1 in the neutrophils is due to its capacity to 

block ERK-1/2 phosphorylation (p-ERK-1/2), we investigated the capacity of fMLP 

(10-7 M) and Ang1 (10-8 M) to phosphorylate ERK-1/2 from 5 to 60 minutes (Fig. 

6A).  The basal level (PBS-treatment) of p-ERK-1/2 was used as basal internal 

control and its relative value was set to 1 for each time point.  Treatment with fMLP 

induced a significant rapid and sustained phosphorylation of ERK-1/2 (from 5 to 60 

minutes), which was maximal (7.9-fold increase) within 30 minutes post-stimulation, 

whereas Ang1 was capable to significantly increase ERK-1/2 phosphorylation at 30 

minutes post-stimulation, providing a 2.6-fold increase as compared to PBS-treated 

neutrophils (Fig. 6A). 

Since the most efficient ERK-1/2 phosphorylation increase was achieved after 

30 minutes for fMLP and Ang1, we selected this time period to determine the 

efficiency of the MEK-1/2 inhibitor (U0126) to prevent ERK-1/2 phosphorylation.  

Herein, we pretreated the neutrophils with U0126 (2 and 20 µM) or the vehicle 

(DMSO) for 30 minutes before their incubation with both agonists for an additional 
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30 minutes.  Firstly, we observed that a pretreatment with the vehicle (DMSO) did 

not affect the phosphorylation of ERK-1/2 mediated by PBS, fMLP and Ang1 (Fig. 

6B).  However, a pretreatment with U0126 at the lowest concentration (2 µM) 

inhibited ERK-1/2 phosphorylation induced by fMLP and Ang1 by 86 and 87% 

respectively, and at the highest concentration, U0126 (20 µM) completely abrogated 

fMLP- and Ang1-induced ERK-1/2 phosphorylation (Fig. 6B). 
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3.5 DISCUSSION 
This study addresses for the first time the capacity of angiopoietins to induce the 

expression of IL-8 mRNA, its protein synthesis and release by the neutrophils.  

Interestingly, these effects are only mediated by Ang1, thus, suggesting a distinct 

agonistic capacity between Ang1 and Ang2 on neutrophils.  Using selective inhibitors 

we observed that Ang1 induces these events through the activation of p42/44 MAPK 

pathway.  

  

Differential effects of Ang1 and Ang2 on IL-8 protein synthesis and release 

First, we assayed the capacity of the angiopoietins to induce the release of IL-8 by the 

neutrophils and we observed that only Ang1 at the highest concentration was capable 

to induce a rapid and transient IL-8 release. Interestingly, Ang2 had no effect on 

neutrophil IL-8 protein synthesis and release. This observation is in line with a 

parallel study in which we observed that neutrophil survival is enhanced by Ang1 but 

not Ang2, and through its capacity to promote IL-8 release (Dumas et al., personal 

communication).  These data are providing novel insight on the mounting evidences 

that Ang1 is capable to provide pro-inflammatory activities (Abdel-Malak et al., 

2008; Ahmad et al., 2010; Brkovic et al., 2007; Harfouche et al., 2003; Lemieux et 

al., 2005; Maliba et al., 2006).   

Protein synthesis in the neutrophils is occurring during different stages of 

their maturation (Borregaard et al., 2001), thus conferring them the capacity to 

support a rapid constitutive release of cytokines upon their recruitment to 

inflammatory sites.  However, in some specific cases, inflammatory stimuli can 
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induce an acute protein synthesis of selective cytokines in mature neutrophils (Kuhns 

et al., 2001; Kuhns et al., 1998; McColl et al., 1992).  Upon neutrophil isolation, the 

basal constitutive content of IL-8 protein was marginal.  However, under basal 

condition during the 6-hour incubation period, we observed a constant and sustained 

rate of IL-8 protein synthesis, and despite this marked increase of IL-8 protein 

content, there was only a very small fraction (<0.5%) of de novo synthesized IL-8 

being released by the neutrophils (Table I).  This phenomenon can be explained by 

the fact that upon their isolation, neutrophils are lacking their physiological 

interaction with endothelial cells, which is known to increase basal IL-8 protein 

synthesis without promoting its release (Kuhns and Gallin, 1995).  In our study, we 

observed that a treatment with Ang1 (10-8 M) and fMLP induced a very rapid (within 

1 hour) and robust IL-8 protein synthesis, whereas a treatment with LPS promoted an 

acute and sustained rate of IL-8 protein synthesis. These latter observations are in 

agreement with previous studies (Arnold R Fau - Werner et al.; Cassatella et al., 

1992; Fujishima et al., 1993; Marie et al., 1999; Taieb et al., 2002). 

 

Ang1 induces IL-8 mRNA expression and stability in the neutrophils  

Cytokine synthesis and release by neutrophils depend on preformed intracellular 

pools that are ready to be released upon inflammatory stimuli.  However, in some 

specific cases, neutrophils are capable to induce mRNA transcription (Fessler et al., 

2002; Kobayashi et al., 2002; Lindemann et al., 2004).  Herein, stimulation of 

neutrophils by Ang1 and the positive controls enhanced IL-8 mRNA expression in a 

rapid and acute manner similarly to IL-8 protein synthesis and release.  Following 
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this rapid onset, IL-8 mRNA expression induced by Ang1 and fMLP was rapidly 

degraded, declining to basal levels.  However, a treatment with LPS provided a 

sustained high level of mRNA expression throughout the 6-hour period, which 

correlates with its sustained capacity to promote IL-8 protein synthesis.  Together, 

these observations confer to Ang1 similar agonistic properties as fMLP (moderate 

agonist) as compared to LPS (strong agonist) to support IL-8 mRNA expression, 

protein synthesis and release. 

The IL-8 gene transcription regulation in various cell types is modulated by 

DNA-binding transcription factors that are acting as inducers (NF-kB, AP-1, 

CBP/p300) (Schmitz et al., 2001; Vanden Berghe et al., 1999; Whitmarsh and Davis, 

1996) or repressors (NRF, OCT-1) (Nourbakhsh et al., 2001; Wu et al., 1997) of IL-8 

mRNA synthesis.  Moreover, IL-8 mRNA expression is maximal when a multiple 

complex including both types of regulators is formed (Carey, 1998).  Under basal 

conditions, the role of NRF is to silence IL-8 transcription, thus keeping its protein 

synthesis and release to low levels (Nourbakhsh et al., 1993).  In our study, we 

observed an induction of IL-8 mRNA expression in PBS-treated neutrophils 

incubated with a protein synthesis inhibitor (CHX).  Moreover, treatment with Ang1 

and the positive controls in presence of CHX induced an even more robust 

overexpression of IL-8 mRNA by the neutrophils.  The mRNA overexpression by 

protein synthesis inhibitors in presence or absence of agonists is known as 

superinduction (Herschman, 1991).  The latter, can be triggered by various 

mechanisms including the stabilization of mRNA, stimulation of intracellular 

signaling, increased gene transcription and by modifying transcription factors activity 
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(Edwards and Mahadevan, 1992).  In our study, the IL-8 mRNA superinduction could 

be explained by the capacity of CHX to prevent de novo NRF protein synthesis, thus, 

preventing its capacity to silence IL-8 DNA transcription.     

By incubating the neutrophils with a transcription inhibitor (ActD), we were 

capable to determine if the IL-8 mRNA synthesized is either degraded or stabilized 

during the 6-hour period.  Treatment with ActD led during the 6-hour time period to 

the decay of IL-8 mRNA overexpressed under fMLP and LPS regimen.  At the 

opposite, the overexpression of Ang1-induced IL-8 mRNA synthesis in presence of 

ActD was reduced only during the first hour post-stimulation, while during the 

remaining time period, the IL-8 mRNA content remained stable.  This latter 

observation, demonstrate that Ang1 possesses the capacity to induce IL-8 mRNA 

stabilization in neutrophils. 

   

Ang1 modulates IL-8 protein synthesis and release through enhanced translational 

activity 

In order to determine if Ang1-induced IL-8 protein synthesis and release is modulated 

through transcriptional and/or translational mechanisms, we addressed the effects of 

CHX and ActD on IL-8 protein synthesis and release by the neutrophils.  As 

expected, a pretreatment with protein synthesis inhibitor (CHX) completely abrogated 

the acute peak of IL-8 protein synthesis induced by Ang1 and positive agonists, 

subsequently leading to a signification reduction of the cumulative IL-8 protein 

content upon the 6-hour stimulation period.  In addition, we observed that CHX not 

only did prevent IL-8 protein synthesis but also reduced significantly the release of 
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IL-8 by the neutrophils.  These data demonstrate that IL-8 release by the neutrophils 

does not only originate from the depletion of endogenous pools of IL-8 but also 

requires de novo IL-8 protein synthesis.   

 Neutrophil treatment with a transcription inhibitor (ActD) partially reduced 

the initial peak of IL-8 protein synthesis induced by positive controls (fMLP and 

LPS).  However, ActD pretreatment followed by Ang1 stimulation, modulated the 

initial IL-8 protein synthesis peak similarly to the positive agonists.  Our data show 

that the initial peak IL-8 protein synthesis observed upon stimulation by Ang1 and 

positive agonists is driven by a combination of de novo IL-8 DNA to mRNA 

transcription and mRNA to protein translation.  However, since a treatment with 

Ang1 as opposed to fMLP and LPS is capable to maintain IL-8 mRNA stability, this 

could explain why we observed a maintained synthesis of IL-8 protein in presence of 

ActD. 

 

Ang1-mediated IL-8 mRNA and protein synthesis is driven by p42/44 MAPK 

activation         

In function of the cells and agonists used, IL-8 mRNA expression, protein synthesis 

and release can be induced through the activation of p38 MAPK (Hashimoto et al., 

1999; Islam et al., 2006), p42/44 MAPK (Neff et al., 2003; Shinkai et al., 2006) or 

PI3K/Akt (Tanaka et al., 2008; Tong et al., 2008).  In a recent study, we observed that 

Ang1 induces neutrophil chemotaxis through the activation of PI3K/Akt pathway, 

and independently from p38 and p42/44 MAPKs (Brkovic et al., 2007).  Herein, we 

observed that upon Ang1 or fMLP treatment, the IL-8 mRNA expression, protein 
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synthesis and release were completely blocked by U0126, a MEK-1/2 inhibitor which 

prevents p42/44 MAPK phosphorylation (Favata et al., 1998), while it had no effect 

on LPS-treated neutrophils.  Inversely, pretreatment with SB203580, a p38 MAPK 

inhibitor, did inhibit IL-8 mRNA expression, protein synthesis and release induced by 

LPS, while it had no inhibitory effect on Ang1 and fMLP-treated neutrophils.  

Finally, pretreatment with triciribine, an inhibitor known to completely abrogate Akt 

phosphorylation even at concentrations lower than 5 µM (Miyamoto et al., 2008; Sun 

et al., 2009) had no effect on neutrophil IL-8 mRNA expression, protein synthesis 

and release induced by Ang1 and the positive agonists.   

These data suggest that Ang1 and fMLP share a similar capacity to promote 

IL-8 mRNA expression, protein synthesis and release through the activation of 

p42/44 MAPK pathway, whereas LPS, a stronger inducer, appears to promote its 

activity through the activation of p38 MAPK.  Interestingly, the blockade of p38 

MAPK activation promoted the overexpression of IL-8 mRNA mediated by Ang1 

and fMLP-treated neutrophils, suggesting a seesaw crosstalk between p38 and p42/44 

MAPK, a well known phenomenon which has been observed to play a role in 

numerous biological activities and in a variety of cell types (Bellei et al., 2010; Kim 

et al., 2004; Shimo et al., 2007) 

 In summary, this study is the first one to demonstrate that Ang1 induces IL-8 

mRNA expression, protein synthesis and release, as opposed to Ang2 which has no 

effect on these activities.  Moreover, Ang1-induced IL-8 protein synthesis and release 

in the neutrophils is dependent on IL-8 mRNA expression followed by its 

stabilization and these latter phenomenons are regulated through p42/44 MAPK 
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activation.  Our study is supporting a recent finding in which we observed that Ang1 

(but not Ang2) promotes neutrophil survival through the contribution of IL-8 release, 

which can contribute to prolong neutrophil pro-inflammatory activities. 
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3.7 FIGURE LEGENDS 
Figure 1: Effect of angiopoietins on IL-8 release by the neutrophils. Neutrophils 

(5 x 106/ml) were incubated for 1 to 6 hours with the vehicle (PBS) or various known 

IL-8 release inducers, namely fMLP (10-7 M) and LPS (10 µg/ml).  Stimulation with 

Ang1 (10-10 – 10-8 M), Ang2 (10-10 – 10-8 M) or Ang1 + Ang2 (10-10 – 10-8 M) was 

also performed and the IL-8 released in the supernatant was quantified by ELISA.  

Results are expressed as the mean ± SEM of at least three independent experiments.  

Statistical comparisons were performed by analysis of variance (ANOVA) followed 

by a Bonferroni t-test.  **p< 0.01 and ***p< 0.001 as compared to PBS-treated 

neutrophils at corresponding time points. 

 

Figure 2: Effect of angiopoietins on IL-8 protein and mRNA synthesis by the 

neutrophils.  Neutrophils (5 x 106/ml; 500 µl) (A) and (107/ml; 1 ml) (B) were 

stimulated with the vehicle (PBS), fMLP (10-7 M), LPS (10 µg/ml) and Ang1 (10-9 

and 10-8 M) from 1 to 6 hours.  Cell supernatant was removed and the neutrophil 

pellet was lysed in RPMI* + 1% Triton X100.  Synthesized IL-8 in the neutrophils 

was quantified by ELISA.  Synthesis rate represents the quantity of IL-8 protein 

synthesized per hour by the neutrophils between each time point (A).  Total mRNA 

was isolated using the RNeasy extraction kit and converted to cDNA by RT, while 

IL-8 mRNA was quantified by RT-qPCR.  The PBS value at each time point was set 

to one and IL-8 mRNA fold of increase was compared to the normalized PBS at 

corresponding time points (B).  Results were expressed as the mean ± SEM of at least 

three independent experiments. Statistical comparisons were performed by analysis of 
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variance (ANOVA) followed by a Bonferroni t-test.  *p< 0.05 and ***p< 0.001 as 

compared to the respective PBS. 

 

Figure 3: Effect of CHX on IL-8 mRNA expression, IL-8 protein synthesis and 

release by the neutrophils.  Neutrophils were incubated either with the vehicle 

(DMSO) or CHX (10 µg/ml) for 30 minutes before the addition of PBS, fMLP (10-7 

M), LPS (10 µg/ml) and Ang1 (10-9 and 10-8 M) for a period of 1 to 6 hours. IL-8 

mRNA was quantified by RT-qPCR, whereas IL-8 protein quantification was 

performed as described in figures 1 and 2.  For the IL-8 mRNA study, the PBS value 

at each time point was set to one and IL-8 mRNA fold of increase was compared to 

the normalized PBS at corresponding time points (A). Synthesis rate represents the 

quantity of IL-8 protein synthesized per hour by the neutrophil between each time 

point (B).  IL-8 protein release is the quantity of IL-8 released at corresponding time 

points (C).  Results were expressed as the mean ± SEM of at least three independent 

experiments. Statistical comparisons were performed by an analysis of variance 

(ANOVA) followed by a Bonferroni t-test.  *p< 0.05, **p< 0.01 and ***p< 0.001 as 

compared to the respective PBS ± CHX pretreated neutrophils and †p< 0.05, ††p< 

0.01 and †††p< 0.001 as compared to the respective vehicle (DMSO) pretreated 

neutrophils.  

 

Figure 4: Effect of ActD on IL-8 mRNA expression, IL-8 protein synthesis and 

release by the neutrophils.  Neutrophils were incubated either with the vehicle 

(DMSO) or ActD (5 µg/ml) for 30 minutes before the addition of PBS, fMLP (10-7 
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M), LPS (10 µg/ml) and Ang1 (10-9 and 10-8 M) for a period of 1 to 6 hours.  IL-8 

mRNA was quantified by RT-qPCR, whereas IL-8 protein quantification was 

performed as described in figures 1 and 2.  For the IL-8 mRNA study, the PBS value 

at each time point was set to one and IL-8 mRNA fold of increase was compared to 

the normalized PBS at corresponding time points (A). Synthesis rate represents the 

quantity of IL-8 protein synthesized per hour by the neutrophil between each time 

point (B).  IL-8 protein release is the quantity of IL-8 released at corresponding time 

points (C).  Results were expressed as the mean ± SEM of at least three independent 

experiments. Statistical comparisons were performed by analysis of variance 

(ANOVA) followed by a Bonferroni t-test.  *p< 0.05, **p< 0.01 and ***p< 0.001 as 

compared to the respective PBS ± ActD pretreated neutrophils and †p< 0.05, ††p< 

0.01 and †††p< 0.001 as compared to the respective vehicle (DMSO) pretreated 

neutrophils. 

 

Figure 5: Effect of SB203580, U0126 and Triciribine on IL-8 mRNA expression, 

IL-8 protein synthesis and release by the neutrophils.  Neutrophils were incubated 

either with the vehicle (DMSO), SB203580 (1 or 10 µM), U0126 (2 or 20 µM) or 

Triciribine (1 or 5 µM) for 30 minutes before the addition of PBS, fMLP (10-7 M), 

LPS (10 µg/ml) and Ang1 (10-9 and 10-8 M) for a period of 1 or 2 hours.  IL-8 mRNA 

was quantified by RT-qPCR, whereas IL-8 protein quantification was performed as 

described in figures 1 and 2.  For the IL-8 mRNA study, the PBS value after 1 hour 

was set to one and the modulation of IL-8 mRNA expression (fold of increase) was 

compared to the normalized PBS-treated neutrophils (A).  Cumulative IL-8 protein 
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represents the total quantity of IL-8 protein synthesized by the neutrophils (B), 

whereas IL-8 protein release is the quantity of IL-8 released at 2 hours (C).  Results 

were expressed as the mean ± SEM of at least three independent experiments. 

Statistical comparisons were performed by analysis of variance (ANOVA) followed 

by a Bonferroni t-test.  *p< 0.05, **p< 0.01 and ***p< 0.001 as compared to the 

respective PBS-treated cells and †p< 0.05, ††p< 0.01 and †††p< 0.001 as compared 

to the respective vehicle (DMSO) pretreated neutrophils. 

 

Figure 6: Effect of U0126 on ERK-1/2 phosphorylation by the neutrophils.  

Neutrophils were incubated either with PBS, fMLP (10-7 M) and Ang1 (10-8 M) for a 

period of 5 to 60 minutes.  The PBS value was set to one at each time point and the 

modulation of p-ERK-1/2 (fold of increase) was compared to the normalized PBS-

treated neutrophils (A).  Neutrophils were pretreated for 30 minutes with PBS, 

DMSO or U0126 (2 or 20 µM) before the addition of PBS, fMLP (10-7 M) and Ang1 

(10-8 M) for an additional 30 minutes.  The PBS-treated neutrophils value was set to 

one and the modulation of p-ERK-1/2 (fold of increase) was compared to this 

normalized value (B).  Results were expressed as the mean ± SEM of at least three 

independent experiments. Statistical comparisons were performed by analysis of 

variance (ANOVA) followed by a Bonferroni t-test.  *p< 0.05, **p< 0.01 and ***p< 

0.001 as compared to the respective PBS-treated cells and †††p< 0.001 as compared 

to the respective vehicle (DMSO) pretreated neutrophils. 
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Figure 1 
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Figure 2A 
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Figure 2B 
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Figure 3A 
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Figure 3B 
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Figure 3C 
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Figure 4A 
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Figure 4B 
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Figure 4C 
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Figure 5A 
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Figure 5B 
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Figure 5C 
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Figure 6A 
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Figure 6B 
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Table I: Percentage of IL-8 released by neutrophils 

 

Treatment 
Cumulative IL-8 released 

(ng/5x106 neutrophils) 
Cumulative IL-8 synthesized 

(ng/5x106 neutrophils) 
IL-8 released (%) 

PBS 0.05 ± 0.02 9.83 ± 1.18 0.46 ± 0.08 

fMLP (10-7 M)      0.57 ± 0.11***    14.72 ± 1.63*    4.15 ± 0.84** 
LPS (10 
µg/ml) 

    1.60 ± 0.46***       25.93 ± 2.05***    5.70 ± 1.05** 

Ang1 (10-9 M) 0.08 ± 0.03   10.41 ± 1.04 0.78 ± 0.29 

Ang1 (10-8 M)     0.33 ± 0.09***      13.10 ± 1.06**    2.45 ± 0.55** 

 
 
Cumulative IL-8 released represents the IL-8 measured by ELISA from the 

supernatant, whereas cumulative IL-8 synthesized represents the IL-8 collected from 

the supernatant and inside neutrophils after the 6-hour treatment.  IL-8 released (%) 

represents the fraction of the cumulative IL-8 released divided by the cumulative IL-8 

synthesized.  Data is expressed as mean ± SEM.  Statistical comparisons were 

performed by analysis of variance (ANOVA) followed by a Bonferroni t-test.  *p< 

0.05, **p< 0.01 and ***p< 0.001 as compared to PBS treatment. 
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4.0 DISCUSSION 

4.1 Les neutrophiles contiennent et relâchent l’Ang1 

 Notre laboratoire a été le premier à rapporter l’expression du récepteur Tie2 à 

la surface des neutrophiles183, observation qui a été corroborée par d’autres groupes 

de recherche indépendants276, 618. De plus, nous avons également associé l’expression 

et l’activation de Tie2 sur les neutrophiles à des activités proinflammatoires, telles 

que la migration et l’adhésion des neutrophiles à la surface des CE et que ces activités 

peuvent être induites tant par l’Ang1 que l’Ang2139, 620. L’Ang1 est synthétisée et 

relâchée par les péricytes ou les CML20, 129, 136, tandis que l’Ang2 a été localisée dans 

les corps de Weibel-Palade à l’intérieur des CE, étant relâchée par ces dernières en 

conditions inflammatoires139. Pour leur part, les neutrophiles synthétisent et relâchent 

le VEGF, qui agit de façon paracrine sur les CE en stimulant le récepteur 

VEGFR2623. À la lumière de ces observations et puisque les neutrophiles et les CE 

sont à proximité au site inflammatoire, nous avons voulu investiguer la présence des 

angiopoïétines dans les neutrophiles humains. Ainsi, nous avons démontré pour la 

première fois l’expression d’Ang1 dans le cytosol des neutrophiles humains, alors 

que l’Ang2 est absente dans les neutrophiles. De plus, seule une stimulation au PMA, 

un puissant activateur de la PKC, a induit rapidement la relâche d’Ang1 par les 

neutrophiles isolés, alors que d’autres agonistes reconnus pour leur capacité d’activer 

les neutrophiles n’ont eu aucun effet sur la relâche d’Ang1. Finalement, nous avons 

déterminé que la relâche de l’Ang1 induite par le PMA est un processus calcium-

indépendant, contrairement à la relâche du VEGF qui requiert la présence de calcium 

intracellulaire lorsqu’induite par le PMA.  

 

4.2 L’expression génique du VEGF et des angiopoïétines dans les 

neutrophiles 

 Tout au long de notre étude, les observations sur l’expression, la localisation 

et la relâche d’Ang1 chez les neutrophiles ont été parallèlement comparées au VEGF 

(contrôle interne), étant donné que les études impliquant ce dernier ont déjà été 

effectuées par d’autres groupes de recherche623, 625, 626. Le choix du VEGF était 
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logique, puisqu’en compagnie d’Ang1, il devient son partenaire complémentaire dans 

la modulation des processus inflammatoire, angiogénique et de maturation 

vasculaire627.   

 Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier si l’ARNm des 

angiopoïétines était exprimé chez les neutrophiles par RT-PCR. Nous avons observé 

que seulement l’ARNm de l’Ang1 était présent, alors que nous n’avons pas détecté 

l’expression de l’ARNm de l’Ang2 dans les neutrophiles. À l’aide de cellules 

endothéliales veineuses de cordon ombilical humaines (HUVEC), nous avons été en 

mesure de confirmer l’exactitude de nos paramètres expérimentaux. En effet, 

l’expression de l’ARNm de notre contrôle interne, le VEGF, a été observée tant chez 

les neutrophiles que dans les HUVEC, ce qui est en accord avec une étude antérieure 

effectuée par un groupe de recherche indépendant628.   

 Dans la littérature, la majorité des études ont démontré l’expression de 

l’ARNm de l’Ang2 et du VEGF dans les CE et les neutrophiles respectivement, par la 

méthode de RT-PCR qui est une approche semi-quantitative323, 628. Pour notre part, 

nous avons également déterminé de façon quantitative, par la méthode de RT-qPCR, 

le nombre de copies de l’ARNm du VEGF et de l’Ang1 retrouvées dans les 

neutrophiles, ainsi que celui de l’Ang2 exprimé chez les neutrophiles et dans les CE. 

Nous avons ainsi constaté que le nombre de copies de l’ARNm de l’Ang1 dans les 

neutrophiles est significativement plus bas que celui du VEGF. Ce phénomène est 

probablement dû au fait qu’à l’état basal, soit en absence de stimulation, les 

neutrophiles sont reconnus pour l’absence ou la faible expression de l’ARNm codant 

pour les protéines destinées à l’exocytose, puisque la majorité de ces protéines sont 

déjà synthétisées lors du processus de myélopoïèse514, 522. L’absence d’expression de 

l’ARNm de l’Ang2 ne signifie pas pour autant l’absence de sa forme protéique, 

puisque même en absence de son ARNm en conditions basales, la protéine peut être 

déjà emmagasinée dans les granules des neutrophiles comme dans le cas de l’IL-8, 

pour lequel son ARNm est exprimé très faiblement ou même absent dans les 

neutrophiles circulants non stimulés, alors que la présence de la protéine est 

détectée629, 630. De plus, la détection d’un grand nombre de copies de l’ARNm de 

l’Ang2 dans les CE valide la spécificité des amorces utilisées. 



                                                                                                                                   161                                              

4.3 Ang1 est localisée dans le cytosol du neutrophile humain 

 En se basant sur la prémisse concernant l’absence de l’ARNm de l’Ang2, 

nous avons vérifié l’expression protéique des deux angiopoïétines dans les 

neutrophiles par une méthode semi-quantitative, soit par cytométrie en flux et une 

méthode quantitative, soit par ELISA.  L’utilisation de ces deux approches nous a 

permis de déterminer la présence protéique de l’Ang1, et l’absence de l’Ang2 dans 

les neutrophiles humains circulants en conditions basales.  L’expression du VEGF 

dans les neutrophiles a également été détectée par ces deux méthodes. Fait 

intéressant, nous avons observé, en utilisant la technique de cytométrie en flux, que 

l’augmentation de la fluorescence émise par l’anticorps spécifique contre l’Ang1 par 

rapport à l’anticorps contrôle (IgG) est plus grande que l’augmentation de la 

fluorescence émise par l’anticorps contre le VEGF comparé au même IgG. Deux 

hypothèses pouvaient être émises suite à ces observations : la première étant que 

l’Ang1 et le VEGF sont exprimés en quantité significativement différente dans les 

neutrophiles et la deuxième hypothèse étant la possibilité de la localisation dans 

différents compartiments cellulaires de ces deux protéines. La dernière hypothèse 

pourrait s’expliquer par le fait que dans les neutrophiles perméabilisés, les sous-types 

de granules sont moins efficacement perméabilisés, ce qui a pour effet de diminuer 

l’efficacité des anticorps spécifiques contre le VEGF à se lier à leur cible, et ainsi 

nous donner un résultat qui pourrait être interprété uniquement comme une quantité 

moindre de VEGF comparée à l’Ang1. Pour répondre à ces deux hypothèses, nous 

avons, dans un premier lieu, quantifié l’expression du VEGF et de l’Ang1 par la 

méthode de l’ELISA et avons trouvé que l’expression de l’Ang1 par rapport à celle 

du VEGF était 3 à 4 fois plus élevée dans les neutrophiles non stimulés, validant ainsi 

notre première hypothèse.    

 Afin de valider la deuxième hypothèse émise concernant la localisation de 

l’Ang1 et du VEGF, nous avons utilisé une « bombe » à l’azote afin de recueillir les 

différents types de granules contenues dans les neutrophiles.  Le principe de cette 

« bombe » est le suivant : les neutrophiles sont incubés avec une pression de l’ordre 

de 450 PSI d’azote pour une durée de 20 minutes, durant laquelle le gaz pressurisé se 

dissout et entre dans les cellules.  À la fin de l’incubation, la pression est rapidement 
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diminuée et l’azote forme alors des bulles qui sont relâchées de l’intérieur des 

cellules afin de s’équilibrer à la pression atmosphérique, détruisant ainsi la membrane 

cellulaire externe et permettant la relâche du contenu cellulaire, mais en maintenant 

intact les granules intracellulaires.  Cette méthode, suivie d’une centrifugation sur 

gradient de densité, nous a permis d’isoler chacun des sous-types de granules selon 

leur densité et ainsi, de déterminer que l’Ang1 est présente dans la fraction 

cytosolique, et absente des différents granules isolés des neutrophiles. D’autre part, 

notre étude nous a permis d’observer que le VEGF est localisé dans les granules 

spécifiques, tel que démontré par un autre groupe de recherche623.  Ces observations 

valident également notre deuxième hypothèse, à l’effet que l’Ang1 et le VEGF sont 

localisés dans des compartiments cellulaires distincts. 

 La localisation de l’Ang1 dans le cytosol peut paraître surprenante, étant 

donné que la majorité des protéines régulatrices de l’inflammation se retrouvent dans 

les vésicules sécrétoires et les granules spécifiques chez les neutrophiles.  Cependant, 

plusieurs protéines de la famille des inhibiteurs d’élastase sont retrouvées dans le 

cytoplasme des neutrophiles, dont la Secretory leukocyte proteinase inhibitor 

(SLPI)631, l’elastase inhibitor (EI)632, 633 et l’elafin631, 634.  L’Ang1 pourrait soit 

emprunter un chemin différent du VEGF et des autres cytokines inflammatoires lors 

de sa synthèse durant la myélopoïèse, n’étant pas incorporée dans un des sous-types 

de granules dans les neutrophiles, ou bien être synthétisée après la formation des 

granules, ce qui entraîne son absence à l’intérieur de celles-ci dans les neutrophiles. 

 

4.4 Seul le PMA est capable d’induire la relâche d’Ang1 par les neutrophiles 

 L’Ang1 est un agoniste du récepteur Tie2, alors que ce dernier est exprimé 

tant à la surface des CE que des neutrophiles183, 186.  Afin que l’Ang1 contenue dans 

les neutrophiles puisse induire un effet biologique, elle doit être relâchée pour 

stimuler le récepteur Tie2, de façon paracrine ou autocrine.  Étant donné que l’Ang1 

induit des effets proinflammatoires sur les neutrophiles in vitro, tels que la migration 

et leur adhésion aux CE, nous avons voulu vérifier la capacité des neutrophiles à 

relâcher l’Ang1 à l’aide de différents agonistes capables de promouvoir un état 

inflammatoire.  Nous avons donc utilisé des agonistes proinflammatoires tels le 
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fMLP, le TNF-α, l’IL-8, la thrombine et l’histamine, ainsi qu’un composé organique 

artificiel reconnu pour être un puissant activateur de la PKC, soit le phorbol 12-

myristate 13-acétate (PMA)635.  Le fMLP et le TNF-α sont reconnus pour leur 

capacité à promouvoir la relâche du VEGF par les neutrophiles, alors que l’IL-8 est 

un puissant inducteur de la chimiotaxie des neutrophiles, activité qui peut être 

potentialisée par un prétraitement avec l’Ang1 ou l’Ang2182, 623.  Tous ces agonistes 

physiologiques sont reconnus pour induire une dégranulation partielle des 

neutrophiles, tandis que le PMA est un puissant médiateur capable d’induire une 

dégranulation majeure (sinon complète) par les neutrophiles623, 636.     

 Seul un traitement avec le PMA a été capable d’induire la relâche de l’Ang1 

par les neutrophiles, et ce à partir de seulement 15 minutes post-stimulation, alors que 

le traitement avec les agonistes physiologiques n’a pas induit sa relâche.  Nous avons 

également stimulé les neutrophiles avec l’histamine, un puissant agent inflammatoire 

et la thrombine, une molécule reconnue pour sa capacité de recruter les neutrophiles 

au site inflammatoire637, 638. Toutefois, ces puissants agonistes ont également été 

inefficaces à induire la relâche de l’Ang1 par les neutrophiles. Puisque le VEGF est 

capable d’induire la relâche de l’Ang2 par les CE, alors qu’un prétraitement avec 

l’Ang1 bloque cette activité, nous avons émis l’hypothèse que le traitement des 

neutrophiles avec le VEGF pourrait induire la relâche d’Ang1. Toutefois, cette 

hypothèse s’est également avérée négative. Cette réponse négative pourrait 

s’expliquer par l’absence de l’expression du récepteur VEGFR2, par rapport à la 

présence du VEGFR1 à la surface des neutrophiles, et en tenant compte que le 

VEGFR2 serait possiblement responsable de la relâche d’Ang2 induite par le VEGF 

dans les CE234.  En dernier lieu, puisque le récepteur Tie2 est présent à la surface des 

neutrophiles et que l’Ang2 est capable d’activer ce récepteur et d’induire des activités 

proinflammatoires182, 183, nous avons stimulé les neutrophiles avec des concentrations 

croissantes d’Ang2 (0,1 – 10 nM) dans le but d’induire la relâche d’Ang1, mais les 

résultats ont été similaires à ceux décrits auparavant, soit l’incapacité de l’Ang2 à 

induire la relâche de l’Ang1.    

 De son côté, le VEGF a été relâché par les neutrophiles suite à la stimulation 

avec le PMA, le fMLP et le TNF-α.  Fait intéressant, le PMA a été l’agoniste le plus 
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puissant, induisant une relâche de VEGF cinq fois plus puissante que les deux 

agonistes physiologiques.  Ces observations peuvent s’expliquer par le fait que le 

fMLP et le TNF-α soient uniquement capables d’induire la relâche de protéines 

localisées uniquement dans les granules des neutrophiles515, 542, 639, tandis que l’Ang1 

serait insensible à leurs signaux d’exocytose, puisqu’elle est localisée uniquement 

dans le cytosol.   

 Afin de démontrer hors de tout doute la localisation de l’Ang1 dans le cytosol 

ainsi que son absence dans les granules des neutrophiles, nous avons utilisé deux 

approches. Dans un premier temps, nous avons utilisé une approche directe et qui 

implique l’incubation des neutrophiles avec la pentoxifylline, un inhibiteur spécifique 

de l’exocytose des granules640, avant la stimulation avec le PMA.  L’inhibition 

significative de la relâche du VEGF et l’absence d’inhibition de la relâche de l’Ang1 

induite par le PMA a permis de confirmer la présence du VEGF et l’absence de 

l’Ang1 dans les granules des neutrophiles. Dans un deuxième temps, puisque la 

mobilisation des granules pour le processus d’exocytose est calcium-dépendante, 

nous avons utilisé une méthode indirecte qui portait sur l’utilisation d’un chélateur 

calcique (BAPTA-AM), qui prévient l’augmentation du calcium intracellulaire et qui 

empêche la relâche du contenu des granules dans le milieu extracellulaire.  Les 

résultats obtenus ont été semblables à ceux observés avec la pentoxifylline, soit 

l’absence d’inhibition de relâche de l’Ang1 par les neutrophiles, tout en bloquant la 

relâche du VEGF. Cette approche nous a permis de confirmer l’absence de l’Ang1 

dans les granules des neutrophiles.   

       

4.5 Implications dans l’inflammation de l’Ang1 contenue dans les 

neutrophiles  

 L’angiopoïétine-1 a été caractérisée en premier lieu comme une molécule 

ayant des activités anti-inflammatoires suite à l’activation de son récepteur Tie2 

exprimé sur les CE220, 229-231, 235.  L’Ang1 est surtout synthétisée et exprimée dans les 

cellules de la paroi vasculaire, soit les péricytes et les CML, mais également dans les 

cellules tumorales et maintenant chez les neutrophiles139, 620.  De son côté, le 

récepteur Tie2 est exprimé majoritairement à la surface des CE, mais également sur 
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certaines cellules tumorales, les neutrophiles et les monocytes178, 179, 182, 183, 191, 260.  

Ainsi, à la lumière de ces observations, la majorité des activités engendrées par 

l’Ang1 surviendraient lorsque cette dernière serait relâchée pour activer le récepteur 

Tie2 de manière autocrine et/ou paracrine.   

 Notre laboratoire a démontré des activités proinflammatoires de l’Ang1, 

notamment sur sa capacité d’induire la synthèse du PAF et la translocation de la P-

sélectine dans les CE, mais également sur la translocation de la β2 intégrine à la 

surface des neutrophiles, ainsi que leur migration et adhésion aux CE182, 183, 273, 274.  À 

la lumière de tous ces phénomènes mentionnés ci-haut, la présence de l’Ang1 dans 

les neutrophiles pourrait jouer un rôle proinflammatoire et proangiogénique, lors de 

leur migration et infiltration dans les tissus environnants, ou bien induire la résolution 

de l’inflammation lors de leur mort par apoptose ou nécrose.  Deux hypothèses 

seraient ainsi envisageables et se baseraient sur la présence ou l’absence actuelle de 

l’exocytose de l’Ang1 induite par des agonistes physiologiques, suivie par leur 

séquestration, soit à la MEC ou à la membrane plasmique des neutrophiles par les 

intégrines et le récepteur Tie2. 

 Dans la première hypothèse, l’Ang1 ne serait pas relâchée dans le milieu 

extracellulaire, mais resterait séquestrée à la surface de la membrane cellulaire grâce 

à sa liaison aux intégrines et/ou à son récepteur Tie2.  Récemment, de nouvelles 

études ont démontré l’implication de l’intégrine α5β1 dans l’activation optimale de 

Tie2 par l’Ang1.  Ainsi, lorsque l’Ang1 est présente en grande concentration, elle 

peut soit activer le récepteur Tie2 et l’intégrine α5β1 de façon indépendante, ou 

activer le complexe Tie2/α5β1 lorsque l’Ang1 est présente en plus faible 

concentration242.  L’activation de ce complexe survient lorsque l’intégrine α5β1 est 

activée au préalable par la fibronectine et promeut un cross-talk entre la signalisation 

de Tie2 et de l’intégrine α5β1, prolongeant ainsi la durée d’activation du récepteur 

Tie2 par l’Ang1.  Dans notre cas, l’Ang1 pourrait induire des signaux 

proinflammatoires, comme l’augmentation de la survie et la migration des 

neutrophiles, possiblement via sa capacité d’activer la PI3K182. 

 Dans la deuxième hypothèse, l’Ang1 serait relâchée de façon exhaustive dans 

le milieu extracellulaire par les neutrophiles comme dans le cas d’une stimulation au 
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PMA ou lors d’une mort cellulaire (apoptose ou nécrose).  Dans ce cas, l’Ang1 

relâchée serait immédiatement séquestrée à la MEC, tel que démontré par deux 

groupes de recherche indépendants351, 641.  En effet, les groupes du Dr Alitalo et du Dr 

Mochizuki ont démontré que lorsque les CE sont en contact, comme dans le cas de 

vaisseaux sanguins quiescents, le complexe Ang1/Tie2 est localisé à la membrane 

cellulaire, alors qu’en absence de contact cellule-cellule entre les CE, comme lors de 

l’inflammation et l’augmentation de la perméabilité vasculaire, le complexe 

Ang1/Tie2 se retrouve à l’interface des contacts cellule-MEC351, 641.  Ceci est possible 

grâce à la séquestration de l’Ang1 à la MEC, qui est due à une grande affinité de 

l’Ang1 pour cette dernière641.  Fait intéressant, ces deux groupes ont également 

démontré que l’activité de Tie2 suite à la stimulation avec l’Ang1 est anti-

inflammatoire, lorsque les CE sont dans un état quiescent et présentent des contacts 

cellule-cellule fermes, grâce notamment à l’induction de la survie des CE alors que 

l’activité de cette même Ang1 est proinflammatoire lorsque les contacts cellule-

cellule disparaissent promouvant, de concert avec le VEGF, ainsi que l’angiogenèse, 

la migration et la prolifération des CE351, 641. 

 Dans notre cas, la séquestration de l’Ang1 à la MEC des neutrophiles induite 

par différentes protéines inflammatoires aurait pour but de moduler finement la 

disponibilité d’Ang1 au cours du processus inflammatoire.  De plus, lorsque les 

neutrophiles entrent en processus d’apoptose lors de la résorption de l’inflammation, 

la totalité de l’Ang1 serait libérée dans le microenvironnement de l’inflammation 

suite à la mort programmée des neutrophiles et pourrait ainsi contribuer à la 

stabilisation et à la diminution de la perméabilité des vaisseaux sanguins à la fin du 

processus inflammatoire,  via l’activation du récepteur Tie2 sur les CE. 

 

4.6 Perspectives 

 Plusieurs interrogations persistent suite à la complétion de cette étude, ainsi, 

plusieurs hypothèses pourraient être étudiées afin de mieux comprendre la nature de 

l’implication de l’Ang1 dans les processus inflammatoires. 

 Premièrement, étant donné qu’il n’est pas clairement établi si l’Ang1 présent 

dans les neutrophiles est séquestré à la membrane cellulaire suite à la stimulation 
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avec des agonistes physiologiques qui peuvent induire une dégranulation partielle à 

complète des neutrophiles, il serait intéressant de vérifier cette hypothèse.  De plus, si 

elle s’avère vraie, la démonstration de l’association avec les intégrines et/ou le 

récepteur Tie2 devrait être effectuée.  

 Par la suite, il serait approprié de déterminer les mécanismes d’action menant 

à la relâche de l’Ang1 par le PMA ainsi que ceux menant à la séquestration de l’Ang1 

à la membrane des neutrophiles si cela est le cas.  Une meilleure compréhension de 

ces mécanismes pourrait mener à la découverte de nouvelles cibles pharmacologiques 

pour la modulation de l’inflammation dans les pathologies chroniques. 

 Finalement, dans un contexte de compréhension des effets systémiques 

engendrés par la présence de l’Ang1 dans les neutrophiles humains, il a déjà été bien 

établi que chez la souris on retrouve l’orthologue de l’Ang1, soit l’Ang3133.  Il serait 

donc pertinent de vérifier l’expression de l’Ang3 dans les neutrophiles de souris et, le 

cas échéant, déterminer la possibilité de sa relâche par des médiateurs inflammatoires 

in vitro.  Des études in vivo utilisant des modèles de souris KO et transgéniques 

pourraient également être effectuées afin de déterminer spécifiquement le rôle dans 

les processus inflammatoires et angiogéniques de l’Ang3 présent dans les 

neutrophiles murins et ainsi pouvoir le transposer à l’Ang1 humaine. 

 

4.7 Conclusions de la première étude 

Lors de cette étude nous avons été les premiers à démontrer :  

1) L’expression génique et protéique de l’Ang1 et l’absence de l’expression 

de l’Ang2 dans les neutrophiles humains. 

 

2) La localisation de l’Ang1 dans le cytosol des neutrophiles humains. 

 

3) L’induction de la relâche de l’Ang1 par les neutrophiles seulement suite à 

une stimulation avec le PMA, et ce, de façon calcium-indépendante. 

 

Ces résultats s’alignent avec les autres observations sur la dualité entre l’Ang1 et 

l’Ang2 pour ce qui est des types cellulaires dans lesquels elles sont exprimées.  Ainsi, 
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l’expression et la relâche d’Ang1 par les neutrophiles est complémentaire à celle de 

l’Ang2 exprimée et relâchée par les CE.  Ceci représente le franchissement d’une 

étape supplémentaire dans la compréhension de l’interaction entre les neutrophiles et 

les CE au début du processus inflammatoire et ouvre la voie à de nouvelles études qui 

devraient permettre d’élucider les mécanismes impliqués dans ces processus. 

 

4.8 Implication des angiopoïétines dans la synthèse et la relâche de l’IL-8 par 

les neutrophiles 

 Notre laboratoire a démontré la capacité des angiopoïétines (Ang1 et Ang2) à 

induire la migration des neutrophiles182.  De plus, un prétraitement des neutrophiles 

avec l’Ang1 ou l’Ang2 a potentialisé la migration des neutrophiles induite par l’IL-8, 

qui est reconnue comme étant un médiateur chimiotactique puissant414.  Dans la 

deuxième étude, nous avons démontré la capacité de l’Ang1, contrairement à l’Ang2, 

à induire une augmentation de l’expression de l’ARNm de l’IL-8, ainsi que de la 

synthèse et la relâche de sa protéine d’une manière rapide et transitoire.  De plus, la 

relâche de l’IL-8 suite à la stimulation avec l’Ang1 est due à une augmentation de la 

synthèse protéique de novo à partir de l’ARNm de l’IL-8 préexistant dans les 

neutrophiles, ainsi qu’à une augmentation transitoire de la transcription de l’ADN en 

ARNm de l’IL-8.  Finalement, toutes ces activités sont régulées via l’activation de la 

p42/44 MAPK et indépendamment de l’activation de la p38 MAPK et de la 

PI3K/Akt. 

 

4.9 Seule l’Ang1 a la capacité d’induire la relâche et la synthèse de l’IL-8 

 Plusieurs agents inflammatoires ont la capacité d’induire la relâche de l’IL-8 

par les neutrophiles et ce, soit de façon rapide et transitoire, soit de manière soutenue 

et prolongée durant un temps variant de quelques minutes jusqu’à 24 heures post-

stimulation629, 642.  Nous avons donc choisi parmi ces nombreuses molécules capables 

d’induire la relâche de l’IL-8 par les neutrophiles, le fMLP et le LPS comme témoins 

positifs afin de comparer les caractéristiques de l’induction de la relâche et la 

synthèse de l’IL-8 par ces deux molécules avec celles induites par les angiopoïétines.  

Le fMLP a été choisi pour sa caractérisation antérieure comme un inducteur rapide et 
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transitoire de la relâche de l’IL-8, ainsi qu’à cause de sa capacité à induire la 

chimiotaxie des neutrophiles642, 643. Pour ce qui est du LPS, ce dernier a été 

caractérisé pour sa capacité à induire la relâche de l’IL-8 par les neutrophiles humains 

de façon robuste et soutenue, le différenciant ainsi du fMLP, capable seulement 

d’induire la relâche de l’IL-8 de façon transitoire629.   

 Nous avons donc commencé à étudier les effets de l’Ang1 et de l’Ang2 (10-10 

– 10-8 M), en parallèle avec le fMLP comme témoin positif, sur la relâche de l’IL-8 

par les neutrophiles, et nous avons constaté l’absence de relâche de l’IL-8 dans le 

milieu extracellulaire jusqu’à 45 minutes, alors qu’à partir d’une heure post-

stimulation, cette relâche a augmenté significativement seulement après stimulation 

avec l’Ang1, et ce à la plus grande concentration testée (10-8 M).  Comme attendu, la 

relâche de l’IL-8 a également augmenté de façon significative suite au traitement 

avec le fMLP. Étant donné que nous n’avions pas atteint l’effet maximal de la relâche 

de l’IL-8, et que l’Ang2 ne semblait pas promouvoir la relâche de l’IL-8 aux temps 

les plus courts, nous avons prolongé la durée de stimulation jusqu’à 24 heures et nous 

avons constaté que l’Ang2 à toutes les concentrations testées et l’Ang1 aux 

concentrations les plus faibles (10-9 et 10-10 M) étaient incapables d’induire une 

augmentation de la relâche de l’IL-8 par les neutrophiles, alors que celle induite par 

l’Ang1 à 10-8 et le fMLP ont atteint un plateau après 2 heures de stimulation.  La 

relâche basale de l’IL-8 en absence de stimulation était négligeable à tous les temps 

étudiés, n’augmentant que très peu durant la période de 24 heures.  Nous avons alors 

choisi pour le restant de l’étude des temps de stimulation commençant à 1 heure et se 

terminant 6 heures post-traitement.  De plus, nous avons aussi inclus le LPS comme 

le témoin positif le plus robuste, puisque la relâche de l’IL-8 induite par ce dernier 

n’avait pas plafonné à 6 heures post-stimulation.            

 Malgré le fait que la majorité des cytokines et agents inflammatoires 

emmagasinés dans les granules des neutrophiles soient synthétisés durant la 

myélopoïèse, certaines cytokines, dont l’IL-8, peuvent être synthétisées de novo dans 

les neutrophiles matures suite à des stimuli inflammatoires644-646.  Nous avons 

démontré dans cette étude que l’Ang1 (10-8 M) est non seulement capable d’induire la 

relâche de l’IL-8, mais également sa synthèse, qui est robuste et transitoire, étant 
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achevée dans les deux heures suivant la stimulation.  Nous avons également observé 

que la quantité de l’IL-8 synthétisée par les neutrophiles suite à la stimulation avec 

l’Ang1 durant la première heure de stimulation est d’environ 50% plus faible que 

celle induite par le fMLP, qui a induit une synthèse de l’IL-8 plus robuste.  

Cependant, si nous analysons la quantité totale de l’IL-8 ayant été synthétisée après 

les 6 heures de stimulation avec l’Ang1, celle-ci est comparable à la quantité 

synthétisée par le fMLP.  Ces données démontrent ainsi que l’Ang1 induit la synthèse 

de l’IL-8 par les neutrophiles de façon moins rapide, mais plus soutenue, comparée à 

la synthèse d’IL-8 induite par le fMLP. 

 Fait intéressant, la synthèse de l’IL-8 de novo en absence d’agoniste a été 

constante et a augmenté à chaque heure durant le temps de stimulation, au point où 

après 6 heures d’incubation les neutrophiles avaient synthétisé une quantité d’IL-8 

très peu inférieure à celle induite par le fMLP et l’Ang1.  Ce phénomène peut 

s’expliquer par le fait que les neutrophiles circulants ont été isolés de leur 

environnement naturel, soit les vaisseaux sanguins, et ont été incubés dans un milieu 

artificiel qui pourrait mimer leur infiltration dans les tissus.  De plus, nous avons 

observé que l’IL-8 relâchée par les neutrophiles après 6 heures de traitement avec les 

différents agonistes utilisés représente seulement un pourcentage infime de la quantité 

de l’IL-8 synthétisée durant la même période.  Ceci est en lien avec une autre étude, 

dans laquelle les auteurs ont observé que seulement le tiers de l’IL-8 synthétisée de 

novo par les neutrophiles est aussi relâché suite à un traitement des neutrophiles au 

LPS et au fMLP647.  Ce phénomène particulier est expliqué par le fait que la perte du 

contact cellule-cellule des neutrophiles avec les CE induit la synthèse de l’IL-8, mais 

rend ces derniers moins aptes à relâcher l’IL-8 nouvellement synthétisée644.    

 

4.10 L’Ang1 module l’expression de l’ARNm de l’IL-8 dans les neutrophiles 

 Les neutrophiles fraîchement isolés du sang humain de volontaires sains 

contiennent une faible quantité d’IL-8 protéique, et serait insuffisante pour expliquer 

la quantité d’IL-8 relâchée par les neutrophiles suite à une stimulation par les 

agonistes après une heure de stimulation. Il existe alors deux sources potentielles de 

synthèse de novo de l’IL-8.  La première source d’IL-8 protéique serait 
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l’augmentation de la traduction de l’ARNm de l’IL-8 préexistant en sa protéine et la 

deuxième source de synthèse d’IL-8 impliquerait une augmentation de la 

transcription de l’ADN en ARNm de l’IL-8 suivie de la traduction de ce dernier en sa 

protéine.  Des études antérieures ont démontré la capacité du fMLP et du LPS à 

induire l’augmentation de l’expression de l’ARNm de l’IL-8 chez les neutrophiles642, 

648.  Nous avons donc voulu investiguer la capacité de l’Ang1 à induire 

l’augmentation de la transcription de l’ADN en ARNm de l’IL-8 dans les 

neutrophiles.  Nous avons ainsi observé que l’Ang1 (10-8 M) induit une augmentation 

significative mais transitoire (seulement après une heure post-traitement) de 

l’expression de l’ARNm de l’IL-8 des neutrophiles, similaire à l’augmentation 

induite par le fMLP.  La stimulation avec le LPS, notre agoniste le plus puissant, a 

induit une augmentation rapide mais soutenue (jusqu’à 4 heures post-traitement) de 

l’expression de l’ARNm de l’IL-8, ce qui corrèle avec sa capacité d’induire la 

synthèse et la relâche de l’IL-8 protéique également de manière prolongée dans le 

temps.  Ces observations peuvent suggérer que la synthèse protéique de l’IL-8 induite 

par l’Ang1 et les agonistes positifs est dépendante de l’augmentation de l’expression 

de l’ARNm de l’IL-8. 

 Afin de déterminer si la synthèse de novo d’ARNm de l’IL-8 est responsable 

de l’augmentation de la synthèse de sa protéine, nous avons prétraité les neutrophiles 

avec un inhibiteur non spécifique de la transcription de l’ADN en ARNm, soit 

l’actinomycine D (ActD).  Ce composé chimique est aussi largement utilisé afin de 

déterminer si un agoniste est capable d’augmenter la stabilité de l’ARNm, sans 

nécessairement augmenter son expression.  Comme nous l’avons observé auparavant, 

la synthèse de l’ARNm de l’IL-8 suivant l’ajout des agonistes (fMLP et Ang1) est 

rapide, mais l’ARNm nouvellement synthétisé est également dégradé de façon 

concise.  La hausse soutenue de l’expression de l’ARNm induite par le LPS pourrait 

être expliquée soit par une stimulation continue de la transcription de l’ADN en 

ARNm de l’IL-8, par l’augmentation de la stabilité de l’ARNm initialement 

synthétisé ou par la combinaison de ces deux derniers phénomènes.     

 Afin de conclure à une induction de la stabilité de l’ARNm de l’IL-8 par les 

agonistes, il est nécessaire d’observer la même expression d’ARNm exprimé à un 
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temps donné, et ce soit en absence ou en présence de l’ActD.  Premièrement, nous 

avons observé que l’ActD a été en mesure d’inhiber de façon significative 

l’expression de l’ARNm en conditions basales, ce qui démontre que l’ARNm de l’IL-

8 est synthétisé de novo en absence de stimulation, rejoignant l’observation faite 

précédemment à l’effet que dans les mêmes conditions, une importante synthèse 

d’IL-8 protéique est effectuée par les neutrophiles.  Le traitement avec l’ActD a 

provoqué une inhibition significative, bien que partielle, de l’augmentation rapide et 

robuste de l’expression de l’ARNm de l’IL-8, durant la première heure de traitement, 

induite par tous les agonistes, incluant l’Ang1, ce qui signifie que l’ARNm de l’IL-8 

n’es pas stabilisé à court terme, ce qui n’est pas étonnant puisque l’ARNm est déjà 

synthétisé de façon robuste.  Cependant, suite à cette synthèse initiale, la diminution 

de l’expression de l’ARNm de l’IL-8 en présence de l’ActD s’est poursuivie jusqu’à 

la fin de la durée du traitement pour tous les agonistes, exception faite de l’Ang1 qui, 

même en présence d’ActD a réussi à maintenir les mêmes niveaux d’expression 

d’ARNm que ceux observés en absence d’ActD.  Ce dernier résultat démontre que 

l’Ang1 est capable d’induire la stabilisation de l’ARNm de l’IL-8 après une heure de 

traitement.  Quant à l’augmentation soutenue de l’expression de l’ARNm de l’IL-8 

induite par le LPS, seule la synthèse en continu de l’ARNm peut expliquer ce 

phénomène, puisque nous avons déterminé que le LPS était incapable de stabiliser cet 

ARNm.   

 

4.11 La synthèse et la relâche de l’IL-8 induite par l’Ang1 sont régulées par 

l’activité transcriptionnelle et traductionnelle des neutrophiles 

 L’augmentation rapide de la synthèse de l’IL-8 qui est induite par la 

stimulation avec chacun des agonistes testés peut être expliquée par la contribution de 

la traduction de l’ARNm de l’IL-8 déjà existant et/ou synthétisé de novo durant la 

première heure de traitement.  Lors du traitement des neutrophiles avec l’ActD, nous 

avons observé une baisse significative du pic de la synthèse protéique initiale après la 

stimulation avec tous les agonistes, ce qui confirme la contribution de l’ARNm 

nouvellement synthétisé de l’IL-8 à l’augmentation de son expression protéique.  

Cependant, tandis que la synthèse protéique de l’IL-8 induite par les témoins positifs 
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était inhibée de façon significative par l’ActD, celle induite par l’Ang1 n’était plus 

influencée par l’inhibiteur de transcription.  Ce résultat s’explique par le fait que 

l’ARNm de l’IL-8 est stabilisé par l’action de l’Ang1, permettant ainsi à ce dernier 

d’être traduit en sa protéine, alors que les agonistes positifs n’induisent pas ce 

phénomène et ainsi la synthèse de l’IL-8 s’en trouve diminuée.  Le même phénomène 

est observé lors de la relâche de l’IL-8 sous les mêmes conditions.  Nous pouvons 

ainsi conclure que la synthèse et la relâche de l’IL-8 induites par l’Ang1 requièrent 

tant la transcription de l’ADN de l’IL-8 en son ARNm, que la traduction de ce dernier 

en sa protéine pour la première heure d’incubation, tandis que seulement la traduction 

de l’ARNm de l’IL-8 stabilisé est requise par la suite, et ce jusqu’à la fin du 

traitement de six heures. 

 Tel que discuté auparavant, nous avons retrouvé une très faible quantité d’IL-

8 dans les neutrophiles suite à leur isolation, et ceci n’est pas surprenant étant donné 

qu’il s’agit de neutrophiles circulants quiescents, n’étant pas extraits d’un milieu 

hautement inflammatoire, contrairement aux neutrophiles exsudatifs, qui sont 

caractérisés par leur concentration élevée en IL-8 post-isolation644.  La faible 

concentration endogène d’IL-8 retrouvée dans les neutrophiles circulants est 

insuffisante pour être considérée  comme la seule source contribuant à la relâche 

induite par le fMLP et le LPS.  Dès lors,  la synthèse de novo de l’IL-8 est requise 

pour sa relâche induite par ces agonistes.  Cependant, le contenu initial de l’IL-8 

pourrait être suffisant pour contribuer à la totalité de la concentration de l’IL-8 

relâchée par les neutrophiles, lorsque stimulés avec l’Ang1.  Afin de déterminer si la 

relâche de l’IL-8 induite par l’Ang1 était dépendante de sa synthèse de novo, nous 

avons prétraité les neutrophiles avec un inhibiteur de la synthèse protéique, soit la 

cycloheximide (CHX).  Nous avons premièrement testé son efficacité quant à sa 

capacité de bloquer la synthèse de l’IL-8 et nous avons déterminé que la CHX est 

capable d’inhiber en quasi-totalité le pic de synthèse de l’IL-8 induite par tous les 

agonistes, incluant l’Ang1 dans les neutrophiles.  En parallèle, nous avons observé le 

même phénomène induit par la CHX sur la relâche d’IL-8, ce qui démontre que cette 

relâche est dépendante de l’induction de la synthèse de l’IL-8 de novo par l’Ang1 

dans les neutrophiles.     
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4.12 La surexpression de l’ARNm de l’IL-8 induite par l’Ang1 pourrait être 

modulée par divers facteurs de transcriptions, dont le NF-κB   

 Étant donné la complexité et la longueur de la présente étude, nous n’avons 

pas déterminé le ou les facteurs de transcriptions impliqués dans l’augmentation de la 

transcription de l’ARNm de l’IL-8 induite par l’Ang1. Cependant, dans la littérature, 

plusieurs études ont démontré  que le gène de l’IL-8 est modulé, dans différents types 

cellulaires, par une multitude de facteurs de transcription, qui peuvent soit être des 

activateurs de la transcription de l’ADN en ARNm de l’IL-8, comme le NF-kB, l’AP-

1 et le C/EBP439, 649, 650, soit des répresseurs de cette transcription, comme le NF-κB 

Repressor Factor (NRF) ou l’OCT-1444, 446.  

 Dans les neutrophiles, la transcription du gène de l’IL-8 peut être augmentée 

par l’activation du NF-κB suite à sa translocation au noyau et à sa liaison à l’ADN 

codant pour le gène de l’IL-8651-655. Récemment, une étude a  démontré l’implication 

du facteur de transcription C/EBP dans la modulation de la transcription de l’ARNm 

de l’IL-8 chez les neutrophiles humains656. Ainsi, les isoformes C/EBPβ et C/EBPε se 

lient constitutivement au promoteur de l’IL-8 chez les neutrophiles et seul l’isoforme 

C/EBPβ phosphorylé est mobilisé au site du promoteur suite à une stimulation des 

neutrophiles, provoquant une augmentation de la transcription du gène de l’IL-8. 

Pour ce qui est du facteur de transcription AP-1, il n’est pas impliqué dans la 

régulation transcriptionnelle de l’IL-8 dans les neutrophiles, tel que démontré par 

plusieurs études657-659. 

 Le facteur de transcription NRF a été caractérisé comme un répresseur de 

l’activation du NF-κB via sa liaison à une région de l’ADN de l’IL-8 appelée 

« élément de régulation négative », qui s’intercale avec la région de ce même ADN 

liant le NF-κB, soit « l’élément de réponse au NF-κB », qui permet la transcription du 

gène de l’IL-8660, 661. Lorsque la constitution de l’élément de régulation négative est 

altérée, la transcription de l’IL-8 basale dans certains types cellulaires est augmentée, 

alors que l’on retrouve le même phénomène lorsque l’on traite les cellules avec un 

antisens contre le NRF, démontrant sa capacité de réprimer la transcription basale de 

l’IL-8446. Cependant, il n’y a aucune étude faisant état de la régulation de la 
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transcription de l’ADN en ARNm de l’IL-8 par le NRF chez les neutrophiles, donc 

dans notre étude, l’induction génique de l’IL-8 suite à la stimulation par l’Ang1 ne 

serait pas régulée par le NRF. 

 Nous avons également observé dans notre étude que le prétraitement avec la 

CHX induit une augmentation substantielle de l’expression de l’ARNm de l’IL-8 tant 

en conditions basales que suite à une stimulation avec les témoins positifs et l’Ang1. 

Ce phénomène, qui a déjà été bien documenté dans la littérature pour plusieurs gènes 

de réponse primaire (early response genes) se nomme une « super-induction »662-665. 

Plusieurs mécanismes régissant ce phénomène ont été décrits dans la littérature, dont 

le plus répandu est celui impliquant la diminution de l’expression d’un facteur de 

répression régulant la transcription de l’IL-8 suite à l’inhibition de la synthèse 

protéique par la CHX412, 648, 666-668. Cependant, tel que mentionné auparavant, aucune 

étude n’a démontré l’implication d’un facteur de répression dans la régulation 

génique de l’IL-8 chez les neutrophiles, donc ce mécanisme ne serait pas impliqué 

dans notre étude. La CHX peut également augmenter la stabilité de l’ARNm de l’IL-

8669 et de plusieurs autres protéines670, 671, phénomène qui contribue de façon 

significative à la super-induction de l’expression de l’ARNm de l’IL-8. Finalement, 

le prétraitement des cellules avec la CHX pourrait réduire l’expression de certaines 

protéines ayant un cycle de renouvellement rapide, qui seraient responsables de la 

dégradation des principaux facteurs de transcription impliqués dans la régulation 

génique de l’IL-8, tels le NF-κB, l’AP-1 ou le C/EBP669, 672, 673, entraînant ainsi une 

hausse de la transcription de l’ARNm. De plus, la CHX peut aussi augmenter 

l’activité du NF-κB, en inhibant l’expression du cofacteur IκB-α, ce qui va entraîner 

la dissociation du NF-κB avec ce dernier et permettre ainsi sa translocation vers le 

noyau674. Il serait donc intéressant, suite à notre présente étude, d’élucider le ou les 

mécanismes régissant cette super-induction du gène de l’IL-8 chez les neutrophiles.  
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4.13 L’Ang1 induit l’expression de l’ARNm de l’IL-8 ainsi que la synthèse et 

la relâche de sa protéine via l’activation de la p42/44 MAPK 

 Notre laboratoire a démontré la capacité des angiopoïétines à induire 

l’activation de la p38 MAPK, la p42/44 MAPK et l’Akt dans les CE273.  De plus, 

dans une récente étude, nous avons démontré la capacité de l’Ang1 et de l’Ang2 à 

induire la phosphorylation de l’Akt dans les neutrophiles humains182.  Selon le type 

cellulaire étudié et les agonistes utilisés, l’expression de l’ARNm de l’IL-8, ainsi que 

sa synthèse protéique et sa relâche sont des activités régulées par l’une des trois voies 

de signalisation mentionnées ci-haut675-680.  Dans notre étude, nous avons utilisé des 

inhibiteurs spécifiques pour ces voies de signalisation afin de déterminer leur 

implication dans la régulation génique, ainsi que la synthèse et la relâche de l’IL-8 

induits par l’Ang1 chez les neutrophiles.   

 Nous avons premièrement observé que la p38 MAPK est impliquée dans les 

trois volets de l’induction de l’IL-8 dans les neutrophiles par le LPS, soit l’expression 

de l’ARNm de l’IL-8, sa synthèse ainsi que sa relâche par les neutrophiles, ce qui 

rejoint les résultats d’autres études impliquant cependant des types cellulaires 

différents681, 682.  L’activation de la p38 MAPK n’est cependant pas requise pour ces 

activités biologiques induites par le fMLP ou l’Ang1.  Ces agonistes ont cependant 

besoin de l’activation de la p42/44 MAPK, comme démontré par une inhibition 

presque totale de l’expression de l’ARNm de l’IL-8 ainsi que sa synthèse et sa 

relâche par un inhibiteur de la MEK, une kinase qui active directement la p42/44 

MAPK située en aval de la cascade de signalisation.  Malgré l’implication de la PI3K 

dans la migration des neutrophiles induite par l’Ang1, cette kinase n’est pas 

impliquée dans l’induction de l’expression de l’ARNm, ni de la synthèse et la relâche 

protéique de l’IL-8 induites par chacun des agonistes. 

 Nous avons également observé que l’inhibition de la p38 MAPK a induit une 

augmentation significative de l’expression de l’ARNm de l’IL-8 dans les 

neutrophiles, sans toutefois affecter la synthèse et la relâche subséquente de sa 

protéine.  Ceci peut s’expliquer par le fait que la cascade de signalisation de la p42/44 

MAPK est régulée négativement par la voie de la p38 MAPK.  Ce type de régulation 

négative entre ces deux kinases a été caractérisé par de nombreux groupes de 
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recherche et joue un rôle majeur dans diverses activités biologiques683-685, comme 

dans l’étude de l’expression de l’ARNm du TNF-α et de l’IL-12 induite par le LPS 

chez les macrophages, qui est également augmentée par l’inhibition de la voie de la 

p38 MAPK684. 

          

4.14 L’Ang1 induit la survie des neutrophiles via la relâche de l’IL-8 

 Lors d’une étude dans notre laboratoire réalisée en parallèle avec les présents 

travaux, nous avons démontré la capacité de l’Ang1, mais pas de l’Ang2 à augmenter 

la survie des neutrophiles in vitro, et ce par l’entremise de la relâche de l’IL-8 dans le 

milieu extracellulaire279.  De plus, l’augmentation de la survie des neutrophiles a 

seulement été observée lors de la stimulation avec l’Ang1 à la plus grande 

concentration, soit à 10-8 M, ce qui est similaire à la concentration fonctionnelle de 

l’Ang1 observée dans notre présente étude.  L’effet positif de l’Ang1 sur la survie des 

neutrophiles est optimal après 24 heures de stimulation et lorsque les neutrophiles 

sont traités avec un anticorps dirigé contre l’IL-8, l’effet bénéfique de l’Ang1 sur la 

survie est aboli.  L’augmentation de l’expression de l’ARNm de l’IL-8 ainsi que de sa 

synthèse et sa relâche induites seulement par l’Ang1 et non par l’Ang2 cadre avec le 

dogme caractérisant l’Ang1 et de l’Ang2 respectivement comme un agoniste et un 

antagoniste du récepteur Tie2, mais est à l’encontre des observations qui caractérisent 

l’Ang1 comme un agent ayant des actions anti-inflammatoires.  Cependant, depuis 

une dizaine d’années, notre laboratoire ainsi que de nombreux autres groupes 

indépendants ont démontré que l’Ang1 pouvait agir comme une molécule 

proinflammatoire, et ce dans plusieurs types cellulaires182, 183, 273, 274.  Les présents 

travaux, ainsi que l’étude complémentaire démontrant l’augmentation de la survie des 

neutrophiles induite par l’Ang1 nous incitent à continuer d’explorer davantage le rôle 

des angiopoïétines dans les processus inflammatoires afin de mieux comprendre leur 

comportement dans de nombreuses pathologies, telles les maladies inflammatoires 

chroniques et le développement tumoral. 
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4.15 Conclusions de la deuxième étude 

 Lors de cette deuxième étude, nous avons démontré pour la première fois :  

1) La capacité de l’Ang1, mais pas de l’Ang2, à induire une augmentation de 

l’expression de l’ARNm de l’IL-8, de la synthèse et la relâche de sa 

protéine par les neutrophiles humains. 

2) La synthèse et la relâche de l’IL-8 induite par l’Ang1 est dépendante sur la 

contribution de la transcription de son ADN en ARNm et de la traduction 

de cet ARNm en sa protéine à court terme (0-1 heure). 

3) L’Ang1 induit la stabilisation de l’ARNm de l’IL-8 à moyen terme (1-6 

heures) et la synthèse et la relâche de l’IL-8 subséquentes par les 

neutrophiles proviennent de la traduction de cet ARNm. 

4) L’augmentation de l’expression de l’ARNm de l’IL-8, ainsi que de la 

synthèse et la relâche de sa protéine est dépendante de l’activation de la 

p42/44 MAPK et indépendante de la p38 MAPK et l’Akt.  

 

La deuxième étude vient d’ajouter un nouvel élément aux nombreuses découvertes 

récentes à l’effet que l’angiopoïétine-1 peut être caractérisée comme une molécule 

proinflammatoire, dépendamment de sa concentration utilisée, du type cellulaire et de 

l’activité inflammatoire étudiés et du temps de stimulation auquel elle est soumise.  

Cependant, l’Ang1 garde pleinement ses capacités proinflammatoires, puisque 

l’ensemble des travaux réalisés à ce jour démontrent en majorité cette caractéristique.  

Toutes ces études démontrent que l’Ang1 est une molécule complexe, qui participe 

activement dans de nombreuses pathologies à caractère proinflammatoire et 

proangiogénique.  Dorénavant, il sera impératif que le comportement pro- ou anti-

inflammatoire de l’Ang1 soit caractérisé de façon précise dans chacune des 

pathologies dans lesquelles elle est impliquée afin de déterminer si nous allons devoir 

bloquer son activité ou bien l’augmenter selon ses actions pro- ou anti-inflammatoires 

respectivement. 
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4.16 Perspectives  

 La majorité des pathologies vasculaires connues se développent suite à 

l’angiogenèse non contrôlée qui est également précédée et accompagnée par de 

l’inflammation chronique250, 686, 687. De plus, les tumeurs cancéreuses juvéniles sont 

également caractérisées par de l’inflammation persistante et une vascularisation 

désorganisée212, 222, 688. Le VEGF, les angiopoïétines et les interleukines sont les 

principales molécules impliquées dans la régulation de l’angiogenèse et 

l’inflammation pathologique, tant dans le cancer que dans les maladies vasculaires 

telles l’athérosclérose ou la rétinopathie101, 221, 372, 373. Le défi de la médecine 

d’aujourd’hui est de trouver des cibles moléculaires thérapeutiques précises à 

moduler, soit en les inhibant ou en les activant, tout en considérant les effets 

collatéraux que ces traitements pourraient avoir sur les patients à court et à long 

terme. Dans le cas des angiopoïétines, étant donné que les deux membres les plus 

importants de cette famille, soit l’Ang1 et l’Ang2, ont démontré, selon les études in 

vitro  ou  in vivo et selon le type cellulaire étudié des propriétés pro- et anti-

inflammatoires, il devient très difficile de cibler une de ces deux molécules, afin de 

réduire son potentiel inflammatoire dans les diverses pathologies. Dans notre dernière 

étude, l’Ang1 a démontré des effets proinflammatoires in vitro sur les neutrophiles, en 

induisant la relâche et la synthèse de l’IL-8 par ces derniers, tandis que l’Ang2 n’a pas 

eu d’effet sur cette activité biologique689. De plus, dans une étude parallèle, nous 

avons également démontré que l’Ang1, mais pas l’Ang2, démontre également des 

activités proinflammatoires, en induisant une augmentation de la survie des 

neutrophiles, via leur relâche d’IL-8279. Du point de vue clinique, ces deux études 

fondamentales nous inciteraient à fortement considérer l’Ang1 comme une cible 

potentielle à antagoniser, puisque la surexpression de l’IL-8, combinée à 

l’augmentation de la survie des neutrophiles sont deux phénomènes qui peuvent 

amplifier la réponse inflammatoire. Cependant, l’Ang1 a également été caractérisée 

comme une molécule anti-inflammatoire, dans plusieurs études in vitro et in vivo, 

ayant la capacité d’induire la stabilisation et la maturation des vaisseaux sanguins220, 

232, 250, 305. Nous constatons ainsi, par l’entremise de la dichotomie de ces nombreuses 

études sur les angiopoïétines, la difficulté à établir un traitement ciblant, par exemple, 
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l’Ang1 ou l’Ang2 de façon systémique ou même de façon ciblée. En effet, tel que 

mentionné dans l’introduction, des études cliniques portant sur l’inhibition ou la 

surexpression des angiopoïétines, mais également sur l’inhibition de leur récepteur 

Tie2 ont été menés ou sont en cours109, 214, 347, 690, mais aucune de ces études n’a donné 

des résultats probants, qui auraient permis l’établissement d’une thérapie pouvant 

réduire l’inflammation dans les cancers ou les maladies inflammatoires chroniques. 

Fait intéressant, dans plusieurs études caractérisant l’implication des deux 

angiopoïétines dans la régulation de la croissance tumorale, la balance de l’expression 

de l’Ang1 par rapport à l’Ang2 pouvait souvent déterminer si la tumeur régressait ou 

sa croissance augmentait15, 320, 324, 691. La mesure de l’expression des angiopoïétines au 

site tumoral afin de cibler l’angiopoïétine d’intérêt pour ensuite l’inhiber à l’aide, par 

exemple, des pièges moléculaires serait une bonne approche thérapeutique dans un 

avenir immédiat. De plus, les avancées scientifiques concernant les nanotechnologies 

pourraient représenter la venue d’un véhicule idéal, non invasif, contrairement à une 

procédure chirurgicale, pour le transport de ces pièges moléculaires au site tumoral et 

aux différentes métastases692-696. 

    En conclusion, notre étude permettra d’ajouter une pièce du casse-tête que 

représentent les effets différentiels des angiopoïétines dans l’inflammation et 

l’angiogenèse pathologique, tant dans les tumeurs que dans les maladies vasculaires. 
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