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RESUME

Nous avons précédemment démontré que la synthése endothéliale du facteur
d’activation plaquettaire (PAF) par le vascular endothelial growth factor (VEGF-A s)
passe par I’activation du récepteur homodimérique VEGFR-2/R-2. Le VEGF-A 5 est
aussi capable d’induire la synthése de prostacycline (PGL,), toutefois les récepteurs
impliqués sont inconnus. Le VEGF-A |¢s (agoniste des récepteurs VEGFR-1, VEGFR-
2 et NRP-1) et le VEGF-A >, (agoniste des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2) (]O‘q
M) augmentent la synthése de PGI, de 70 et 40 fois respectivement par rapport aux
valeurs témoins dans les cellules endothéliales d’aortes bovines (BAEC). Cependant,
aucun agoniste des récepteurs VEGFR-1 (VEGF-B et PIGF) ou VEGFR-2 (VEGF-C)
n’a induit la synthése de PGIl,. Un traitement des BAEC avec des antisens oligomeéres
dirigés contre I’ARNm des récepteurs VEGFR-1 ou VEGFR-2 a diminué jusqu’a 79%
la synthese de PGl induite par le VEGF-A ¢s. De plus, un traitement avec ’inhibiteur
de VEGFR-2 a inhibé de 95% I’effet du VEGF-A |45 sur la relache de PGI,. Ensemble,
ces résultats suggerent que I’hétérodimérisation de VEGFR-1/R-2 est essentielle pour
la production de PGI, et que la NRP-1 potentialise les effets du VEGF-A¢s. Par la
suite, nous avons démontré que ’activation des récepteurs VEGFR-2/R-2 et VEGFR-
1/R-2 méne a la phosphorylation de la p42/44 MAPK et de la cPLA>, qui est
neécessaire a la relache d’acide arachidonique (AA). De plus, la synthése de PGI» passe
par I’activation de la COX-1, qui convertit en cascade ’AA en PGG; et en PGH». La
conversion de la PGH, en PGI, nécessite la dénitrosylation de la PGI, synthase qui est
induite par le VEGF-A 45 contrairement au VEGF-C.

Mots clés : VEGF, PGl,, BAEC, nitrosylation, antisens
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ABSTRACT

We previously reported that vascular endothelial growth factor (VEGF-A¢s) is
mediating endothelial platelet-activating factor (PAF) synthesis upon activation of
homodimeric receptors VEGFR-2/R-2. VEGF-A ¢ is also capable of mediating
prostacyclin (PGI») synthesis, but the VEGF receptors implicated are still unknown.
VEGF-A¢s (VEGFR-1, VEGFR-2 and NRP-1 agonist) and VEGF-A >, (VEGFR-1
and VEGFR-2 agonist) induced a 70- and 40-fold increase in PGl, production as
compared to the basal level in bovine aortic endothelial cells (BAEC). However, the
VEGFR-1 agonists (VEGF-B and PIGF) and VEGFR-2 agonist, VEGF-C, did not
increase significantly the PGI, release. Treatment of BAEC with antisense
oligonucleotides targeted against VEGFR-1 or VEGFR-2 mRNA decreased the
release of PGl induced by VEGF-A 45 up to 79%. Furthermore, treatment of EC
with a specific VEGFR-2 inhibitor diminished by 95% the PGI, release induced by
VEGF-A ¢s. Taken together, these results are suggesting that PGI, synthesis in EC
requires VEGFR-1/R-2 heterodimerization and that NRP-1 coreceptor is potentiating
VEGF-A¢s-mediated PGI» release. In addition, we found that VEGFR-2/R-2 or
VEGFR-1/R-2 activation lead to p42/44 MAPK and cPLA» phosphorylation and
subsequent activation, which is required for arachidonic acid (AA) release.
Furthermore, PGI, synthesis requires COX-1 activation, converting the AA in PGG»
and the latter in PGH,. The conversion of PGH, in PGl, requires the PGI, synthase
denitrosylation, which is induced by VEGF-A ¢s as opposed to VEGF-C.

Key words : VEGF, PGI,, BAEC, nitrosylation, antisense
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1.0 INTRODUCTION

1.1 BIOLOGIE DU SYTEME VASCULAIRE

1.1.1 L’endothélium et ses fonctions physiologiques

L’endothélium, composé de cellules endothéliales (CE), tapisse I’intérieur
des vaisseaux sanguins, constituant ainsi le seul point de contact avec le sang.
Depuis sa découverte au milieu du XIX® siécle, I’endothélium fait ’objet d’une
attention particuliére, puisque son role est davantage de maintenir une homéostasie
au niveau de I’échange de nutriments que d’étre seulement une barriére physique
entre le sang et les tissus. Cette homéostasie se traduit par les multiples fonctions de
I’endothélium. Tout d’abord [’endothélium vasculaire est une barriere de
perméabilité sélective, lui permettant de filtrer les substances nocives pour
Porganisme. Ensuite, c’est une barriére hémocompatible composée d’un tissu
synthétique, métabolique et sécrétoire. L’endothélium joue aussi un grand réle dans
le maintien de I’équilibre des propriétés thrombogénique et anti-thrombogénique,
conférant au sang sa viscosité optimale. Le tonus vasculaire est aussi un élément qui
est finement régulé par les cellules endothéliales, qui peuvent moduler la
vasoconstriction ou la vasodilatation en envoyant des messages appropriés aux
cellules musculaires lisses. Les CE sont les premiéres a participer dans le processus
d’angiogenese, qui permet entre autres, la vascularisation des régions tissulaires
lésées, favorisant ainsi la réparation tissulaire. Ces roles combinés assurent un

fonctionnement optimal du systéme vasculaire et contribuent ainsi a I’homéostasie.



1.1.2 Les fonctions physiologiques de ’endothélium

L’angiogenese se définit comme le processus de formation de nouveaux
vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants, la distinguant de la
vasculogenese, qui est une formation de vaisseaux de novo, a partir des
hémangioblastes [1]. Ce dernier processus, permet notamment la formation d’un
plexus vasculaire primitif dans 1’embryon, premier signe de développement du
systéme cardiovasculaire [2, 3]. L’angiogenése permet a ce plexus vasculaire de
prendre de I’expansion et d’avoir une meilleure organisation avec, comme finalité, le
systetme cardiovasculaire [4]. L’angiogenése peut étre tant un processus
physiologique, que pathologique. Durant les changements cycliques de
I’endométrium [5, 6], lors de la guérison d’une blessure profonde [7], ou en
conditions ischémiques, nous sommes en présence de phénomenes physiologiques

durant lesquels, I’angiogeneése joue un réle positif.

Le premier facteur proangiogénique découvert fut le basic Fibroblast
Growth Factor [8], qui jusqu’a aujourd’hui, est considéré comme le principal facteur
angiogénique. Cependant, la découverte d’autres facteurs angiogéniques, tels le
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) et les angiopoiétines, a permis de
mieux comprendre le fonctionnement de I’angiogenése. Toutefois, il a été démontré
que le VEGF est le seul facteur proangiogénique ayant des activités
proinflammatoires, cette derniére observation a suscité un engouement particulier,
expliquant ainsi pourquoi le VEGF est ’un des facteurs de croissance les plus étudié

dans le systéme vasculaire.



1.1.3 Les fonctions pathologiques de I’endothélium

Les pathologies vasculaires et les tumeurs sont régulées par I’hypoxie,
I’inflammation et I’angiogenése. En effet, I’angiogenese pathologique est souvent
une réponse de ’organisme aux effets de ’hypoxie due a 1’éloignement du site
pathologique des vaisseaux sanguins existants. L’inflammation est un processus de
défense contre une agression invasive des tissus. Elle se caractérise par un
changement des propriétés de 1’endothélium, qui devient plus perméable et entraine
éventuellement la formation d’cedéme et de rougeur. Les néovaisseaux sanguins
tumoraux sont caractérisés par leur désorganisation et leur nombreuses fenestrations.
Ces conditions entrainent un état hypoxique dans certaines parties de la tumeur, qui,
couplée a une surexpression des facteurs proangiogéniques, induit des nouveaux
processus angiogéniques. De plus, la perméabilité vasculaire élevée, un indicateur de
la réponse inflammatoire, est prédominante dans ces néovaisseaux tumoraux et
entraine, également a son tour, la relache des facteurs de croissance tumoraux et
vasculaires. Les pathologies vasculaires non tumorales, comme la plaque
athérosclérotique ou I’arthrite rhumatoide, sont aussi régulées par I’hypoxie et
I’inflammation, mais possédent des vaisseaux sanguins plus structurés et moins
fenestrés. Le remodelage vasculaire fait partie du processus angiogénique induit par
I’inflammation. En effet, lors de la réponse inflammatoire, les cellules du systeme
immunitaire relichent plusieurs facteurs angiogéniques, qui vont procéder a une
réorganisation des vaisseaux sanguins existants et méme en former de nouveaux. Ce
phénomene, appelé le switch angiogénique, est difficilement détectable au niveau

temporel, ce qui explique la difficulté de traiter ces pathologies [4].



1.2 LE VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR (VEGF)

1.2.1 Origines et fonctions générales du VEGF

Le VEGF a été découvert au début des années 80, comme une molécule de
34 4 42 kDa sous le nom de Vascular Permeability Factor (VPF). Cette molécule
était secrétée par des cellules tumorales et induisait la perméabilité microvasculaire
chez les rats et les hamsters [9]. En 1989, Ferrara et coll. ont purifié une molécule
par des techniques de combinaison d’affinité a [’héparine, chromatographie
d’affinité a I’héparine-sépharose et HPLC. Ils ont trouvé que cette molécule
possédait les mémes propriétés et la méme structure que le VPF, ses effets étant
spécifiques aux cellules endothéliales, ils la nommeérent donc, le Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) [10]. Au cours des années, il a été possible de
démontrer la capacité du VEGF a induire plusieurs activités biologiques, notamment
dans la formation du plexus vasculaire a partir d’angioblastes, dans Ila
vasculogenése, et dans la formation du systéme vasculaire mature a partir du plexus
vasculaire primaire, par I’entremise de 1’angiogenése [4]. En induisant un influx de
calcium, le VEGF augmente aussi la conductivité hydraulique des vaisseaux
sanguins [11]. Cette induction de la perméabilité vasculaire est nécessaire dans les
premiéres étapes de [I’angiogenése [12]. Le VEGF est une molécule
multifonctionnelle, capable de promouvoir la migration et la prolifération des CE
ainsi que I’angiogenése. Toutefois, le VEGF se distingue des autres facteurs de
croissance tels le EGF et le bFGF par sa capacité d’induire I’inflammation [13, 14].
En effet, le VEGF est le seul facteur de croissance proangiogénique ayant une

activité proinflammatoire, ce dernier effet étant médié par sa capacité d’induire la
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synthése du facteur d’activation plaquettaire (PAF), qui augmente la perméabilité

vasculaire et contribue ainsi a I’angiogenése pathologique [15-17].

1.2.2 Isoformes et analogues du VEGF

Le gene du VEGF-A est finement régulé par épissage alternatif, ce qui lui
permet d’étre secrété sous plusieurs isoformes comportant 121, 145, 165, 189, ou
206 acides aminés (120, 144, 164, 188 et 205 chez la souris) [18-20]. Le VEGF-A 45
est I’isoforme le plus abondamment retrouvé dans la circulation sanguine, pouvant
induire tous les effets biologiques associés au VEGF, ce qui en fait I’isoforme le
plus étudié jusqu’a présent. Les exons 6 et 7 du géne du VEGF conférent des
propriétes différentes concernant la sécrétion et la liaison membranaire du VEGF.
En effet, I’isoforme 121 du VEGF ne posséde pas ces exons, ce qui en fait
I’isoforme le plus soluble dans la circulation libre, ne possédant aucune affinité
envers la matrice extracellulaire (MEC) contenant de 1’héparan sulfate [21].
L’isoforme 165 posséde le transcrit de I’exon 7, lui conférant la possibilité de liaison
a la neuropiline. Les isoformes 189 et 206, qui possédent I’exon 6 et 7, se retrouvent
complétement séquestrés au niveau de la matrice extracellulaire [20] et ne peuvent
étre relachés que par clivage enzymatique [22, 23]. Les autres isoformes du VEGF
possedent des affinités variables envers la MEC, le résultat étant un équilibre entre
la forme soluble et la forme liée [21]. Méme s’il a ét€ démontré que certains
isoformes sont & eux seuls capables de développer un réseau vasculaire chez la
souris [24, 25], I'organisation de ce réseau est fortement influencée par le type
d’isoforme présent pendant son développement. Ainsi, ’organisation adéquate de ce

réseau n’est accomplie que par la présence de tous ces isoformes [26]. Le VEGF-A a



plusieurs analogues : Placental Growth Factor (PIGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D et VEGF-E. Le PIGF a 53% d’homologie avec le VEGF-A s et présente aussi les
mémes sites de glycosylation que ce dernier [27] alors que le VEGF-B a 43%
d’homologie avec le VEGF-A |45 et seulement 30% avec le PIGF, ne présentant pas
de site de glycosylation [28]. Le VEGF-C est identique a seulement 30% avec le
domaine d’homologie du VEGF-A 45, étant encodé seulement par les exons 3 et 4 du
géne [29], alors que le VEGF-D présente 61% d’homologie avec le VEGF-C, mais
seulement 11,8% d’homologie avec le VEGF-A 45 [30]. Finalement, le VEGF-E est
un homologue du virus Orf qui présente de 17 a 27% d’homologie protéique avec le

VEGF-A 65 [31].
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Figure 1 : Les isoformes du VEGF

Le géne du VEGF produit plusieurs isoformes par épissage alternatif. Le VEGF206
est le seul a contenir la totalité des exons, et plus spécifiquement, les exons 6 et 7 en
totalité, lui conférant ainsi une séquestration compléte a la matrice extracellulaire.
Le VEGF;¢s posséde I’exon 7, lui permettant ainsi de se lier a la neuropilline-1,
tandis que le VEGF;2; manque les exons 6 et 7 étant incapable de lier le corécepteur
NRP-1. (Stringer et coll. , The splice variants of vascular endothelial growth factor
(VEGF) and their receptors, Journal of Cell Science, 2001. 114 : 853-865)



1.2.3  Généralités sur les récepteurs du VEGF

Les analogues du VEGF peuvent lier trois récepteurs différents, soit le
VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1 ou KDR) ou VEGFR-3 (Flt-4). Ces récepteurs
sont de type tyrosine kinase et forment une sous-famille caractérisée par sept
domaines extracellulaires ressemblant 4 I’immunoglobuline, une seule région
transmembranaire et un double domaine tyrosine kinase (Figure 1). Les trois types
de récepteurs ont été localisés a la surface des cellules endothéliales de vaisseaux
sanguins [32], mais le VEGFR-3 est surtout localisé sur la surface des cellules
endothéliales des vaisseaux lymphatiques [33]. Ces récepteurs, sont présents sous
forme de monomere a la surface cellulaire mais ils se dimérisent en présence du
ligand. Les différents analogues du VEGF peuvent recruter des homodiméres, ce qui
signifie le recrutement de deux récepteurs semblables, mais il a aussi été démontré
que certains ligands peuvent recruter des hétérodiméres formés de VEGFR-1 et

VEGFR-2 [34, 35], ou de VEGFR-2 et VEGFR-3 [36].
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1.2.4 Le VEGFR-1, récepteur de clairance

Le VEGFR-1 (Flt-1) a été identifié et cloné en 1992 par le groupe de
Williams [37]. Ce récepteur a un poids moléculaire de 180 kDa et peut lier avec
haute affinité (Kd = 10 pM) le VEGF-A, VEGF-B et le PIGF. Cependant, c’est
seulement en 1995, qu’il a été possible de déterminer par 1’entremise d’une souris
knockout Flt-I"", que ce récepteur est essentiel a I’organisation de la vasculature
embryonnaire, mais n’est pas nécessaire pour la différenciation des cellules
endothéliales. Par ces faits, le knockout était létal pour I’embryon au jour 8.5 [38].
Cependant, le VEGFR-1 a été rapidement associé a un récepteur de clairance,
puisque la mutation du domaine intracellulaire tyrosine kinase du récepteur
n’entraine aucune létalité ou changement morphologique chez les souris in utero aux
jours 8.5 et 9.5 [39]. Cette hypothése de récepteur de séquestration a été appuyée par
la découverte d’une forme soluble du VEGFR-1, composée seulement du domaine
extracellulaire du VEGFR-1, qui agirait comme un antagoniste naturel du VEGF
[40]. Cependant, d’autres études ont permis de conférer des rdles importants a ce
récepteur dans le développement embryonnaire, soit la régulation de la migration et
I’adhésion des cellules endothéliales et 1’organisation des vaisseaux sanguins [38,

41, 42].

Les études de I’activation de VEGFR-1 ont été effectuées soit sur des
récepteurs transfectés dans des cellules n’exprimant pas a I’origine le VEGFR-1, soit
dans des cellules primaires exprimant de fagon native ce récepteur. Ces études ont

permis de démontrer une faible augmentation de deux fois de I’activité tyrosine
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kinase dans les cellules natives, lorsque stimulées avec le VEGF-A [43]. Il est
possible que la faiblesse de I’activité tyrosine kinase native soit due en partie au
manque de sites sur des séquences consensus de phosphorylation. Cependant,
lorsque ces récepteurs sont surexprimés dans des cellules transfectées, 1’activation
du VEGFR-1 a permis d’identifier les sites d’autophosphorylation dans le domaine
tyrosine kinase, soit la tyrosine 1169 (Y1169) et Y1213. Seule la Y1169 joue un rdle
dans D’initiation de la cascade enzymatique de signalisation permettant I’ activation
de la PLCy, un des transducteurs de signaux majeurs au noyau cellulaire [44]. Une
autre étude a permis d’identifier les sites Y1213 et Y1242 comme sites majeurs
d’autophosphorylation ainsi que deux autres sites mineurs, Y1327 et Y1333. Les
sites Y1213 et Y1333 ont démontré une capacité de lier PLCy alors que les
domaines Grb2 et SH2 ont de ’affinité pour Y1213 [45]. Le domaine SH2, faisant
partie de la phospholipase Cy (PLCy), posséde une activité enzymatique, alors que le
domaine Grb2 est un domaine adaptateur, qui est un transducteur de signal en
régulant les interactions protéine-protéine. Il a aussi été démontré que la sous-unité
p85 de la PI3K peut se lier a la Y1213 et ainsi étre activée [46]. Le VEGFR-1 peut
donc transmettre des signaux anti-apoptotiques, donc favoriser la survie cellulaire en
activant la PI3K. En activant le PLCy, VEGFR-1 active par le fait méme la PKC et
la p42/44 MAPK. Les premiéres activités biologiques induites par I’activation du
VEGFR-1 ont été I'induction de la migration de monocytes par un effet
chemotactique [47] et la production du facteur de croissance du tissu conjonctif [48].
De plus, il a récemment été démontré dans notre laboratoire que le PIGF et le

VEGF-B peuvent induire la translocation de la P-sélectine endothéliale et I’adhésion
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des neutrophiles a I’endothélium, en activant le VEGFR-1 [49]. Par conséquent, il
n’est donc pas clair dans quelles circonstances le VEGFR-1 agit comme un
récepteur de clairance ou comme un récepteur tyrosine kinase, en activant la voie de
signalisation de la PLCy et subséquemment la PKC, connue pour jouer un rdle

important dans I’angiogenése [50, 51].

1.2.5 Le VEGFR-2, médiateur principal des actions du VEGF-A

Le VEGFR-2 fut découvert en 1992 et fut nommé KDR (Kinase Domain
Region) [52]. Son poids moléculaire est de 200-230 kDa et son affinité pour le
VEGF-A est moindre que celle du VEGFR-1, se situant entre 75 et 125 pM [53]. Le
VEGFR-2 a plusieurs ligands faisant tous partie de la grande famille du VEGF.
Ainsi, le VEGF-A, VEGF-E et les formes matures du VEGF-C et VEGF-D peuvent
lier et activer le récepteur 2 du VEGF [54-57]. Ce récepteur est exprimé dans les
cellules endothéliales du systéme sanguin et lymphatique [36]. Son rdle au niveau
embryonnaire se situe surtout au niveau de la vasculogenése, en stimulant la
migration et la prolifération des cellules endothéliales, et subséquemment la
maturation vasculaire [58, 59]. Le VEGFR-2 joue un réle prédominant dans la
médiation des processus physiologiques et pathologiques induits par le VEGF.
Ainsi, suite a la phosphorylation du VEGFR-2 par son ligand, plusieurs tyrosines
dans le domaine kinase intracellulaire ont été identifiées comme sites
d’autophosphorylation menant a des cascades enzymatiques diverses. Ainsi, la
Y1175 est responsable du recrutement et de I’activation de la PLCy, menant a
I’activation de la p42/44 MAPK [60], ainsi que le recrutement de la protéine

adaptatrice Sck qui aide au couplage du VEGFR-2 avec la p42/44 MAPK [61],
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menant 4 une augmentation de la synthése d’ADN et subséquemment, de la
prolifération cellulaire. L autre tyrosine impliquée dans la signalisation de PLCy est
la Y951, qui active cette derniére par ’intermédiaire de VRAP (VEGFR-associated
protein), qui participe aussi au recrutement de la PI3K [62]. Récemment, la Y1214 a
été déterminée comme responsable de I’activation de la Cdc42, qui active
ultérieurement la SAPK2 (Stress-activated Protein Kinase)/p38 MAPK, deux
protéines essentielles au remodelage de I’actine dans les fibres de stress. Ces
cascades enzymatiques meénent a 1’activation de la MAPKAPK-2 (MAPK activated
protein kinase-2) et Hsp27 (Heat shock protein 27), déclanchant ainsi un
remodelage de I’actine et ainsi la motilité cellulaire [63]. Cette voie de signalisation
mene a la polymérisation de I’actine et le rassemblement d’adhésions focales,
convergeant vers la formation de fibres de stress et la contraction des cellules
endothéliales qui est nécessaire pour induire la migration et la prolifération
cellulaire. Deux autres tyrosines, la Y1054 et Y1059 participent a
I’autophosphorylation suivant I’activation du récepteur, mais elles ne sont associées
a aucune molécule adaptatrice [43]. Le VEGFR-2 peut donc moduler plusieurs
activités biologiques comme la relache de NO et de prostacycline via I’activation de
c-Src [64] et de la PI3K [65], la translocation de la P-sélectine, 1’adhésion des

neutrophiles [49] et la synthése de PAF [66].

1.2.6 La neuropiline, corécepteur du VEGFR-2

L’activité du VEGFR-2 peut étre modulée par les protéoglycans semblables
a I’héparine associés a la membrane cellulaire, qui peuvent agir comme corécepteurs

et lier le VEGF-A, augmentant ainsi sa capacité de liaison au récepteur [67].
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Cependant, le principal corécepteur du VEGFR-2 est la neuropiline (NRP). 11 existe
deux types de NRP, soit NRP-1 et NRP-2 [68], les deux pouvant étre des récepteurs
pour les sémaphorines, des molécules guidant les axones par ’effet de répulsion en
liant la collapsine [69]. Dans leurs fonctions de corécepteurs pour le VEGFR-2, elles
sont impliquées dans le développement vasculaire (NRP-1) et le développement
lymphatique (NRP-2) [70, 71]. Le principal corécepteur est la NRP-1, que nous
retrouvons exprimé sur les cellules endothéliales et tumorales. La NRP-1 a été
classée comme un corécepteur dii a son manque d’un domaine tyrosine kinase
intracellulaire, lui conférant ainsi 1’incapacité d’activer des voies de signalisation
intracellulaires. Cependant, ce corécepteur aide a stabiliser la liaison entre le VEGF-
Ajes et le VEGFR-2, ainsi, il augmente I’efficacité de transduction du signal [72].
Une seule étude a été capable de démontrer jusqu’a maintenant la capacité directe
de la NRP-1 d’activer des voies de signalisation menant & la migration cellulaire

[73].

1.2.7 Le VEGFR-3, un récepteur des vaisseaux lymphatiques

Le VEGFR-3 est un récepteur de 195 kDa retrouvé surtout dans les
vaisseaux lymphatiques, il a une grande affinité pour le VEGF-C et le VEGF-D [54,
57]. 11 participe au remodelage vasculaire dans I’embryon, puisque son absence
entraine une accumulation de fluide et une défaillance cardiaque [74], ceci étant di
soit au manque du récepteur, soit au surplus de disponibilit¢ du VEGF-C et VEGF-D
pour le VEGFR-2 [75]. Ce récepteur participe activement au maintient et a la

croissance des vaisseaux lymphatiques, la lymphangiogenese, ce qui en fait une
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cible de choix pour la suppression des métastases tumorales passant par les nodules

lymphatiques [76-78].

Le VEGFR-3 est retrouvé principalement sur les cellules endothéliales
vasculaires et capillaires, mais dans une proportion moindre que sur les CE
lymphatiques [79]. La plupart des études sur les voies de signalisation induites par le
VEGEFR-3, ont éte effectuées sur les vaisseaux lymphatiques. Ainsi, 1’activation du
VEGFR-3 dans les CE lymphatiques induit leur prolifération, migration et survie
[80]. Le VEGF-C a été un des ligands les plus étudiés du VEGFR-3, possédant aussi
la capacité de se lier et activer le VEGFR-2. En effet, le propeptide dimérique du
VEGF-C passe par un processus de maturation peptidique, qui clive la molécule, la
rendant ainsi apte a lier le VEGFR-2 et augmentant son affinité pour VEGFR-3 [56].
Les voies de signalisation induites par I’activation du VEGFR-3 dans les CE
lymphatiques ressemblent a celles induites par I’activation du VEGFR-2 dans les CE
des vaisseaux sanguins. Le VEGFR-3 active la voie de la PKC et subséquemment la
p42/44 MAPK, ainsi que la voie de la PI3K avec I’activation subséquente de
Akt/PKB, ces deux voies étant impliquées dans la transmission de signaux

mitogéniques et anti-apoptotiques [80, 81].
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1.2.8 Dimérisation des récepteurs du VEGF

Méme si I’activation du VEGFR-2 semble suffisante pour induire les voies
de signalisation, et subséquemment les activités biologiques du VEGF-Ags, il
demeure néanmoins que des études récentes suggérent que le VEGFR-1 puisse
réguler les activités biologiques du VEGFR-2. Premiérement, en transfectant des CE
avec des récepteurs chimériques, contenant seulement les domaines
transmembranaires et cytoplasmiques du VEGFR-1 et du VEGFR-2, une récente
étude a démontré que le domaine cytoplasmique du VEGFR-1 peut avoir un role
d’inhibition, contrecarrant 1’augmentation de la croissance cellulaire induite par
I’activation du VEGFR-2. Ainsi, en stimulant avec le ligand de la portion
extracellulaire des chiméres, seulement la transduction du signal engendrée par la
portion cytoplasmique du récepteur a contribué a inhiber la migration cellulaire [82].
D’apres cette étude les effets de I’activation du VEGFR-1 sur la croissance cellulaire
sont donc a I’opposé de I’activation du VEGFR-2 dans les CE. Deuxiémement,
I’hétérodimérisation de VEGFR-1 avec VEGFR-2 peut étre induite en absence de
ligand et elle augmente en présence d’homodiméres de VEGF-A ou d’hétérodimeéres
de VEGF-A/PIGF [83]. L’activation de VEGFR-1 induit un cross-talk
intramoléculaire qui augmente I’efficacité de la cascade signalétique induite par le
VEGFR-2, mais aucune preuve de transphosphorylation entre les récepteurs
hétérodimériques du VEGF n’a été démontrée. Toutefois, 1’activation des
hétérodimeres de VEGFR-1 et VEGFR-2 (VEGFR-1/R-2) induit une plus forte

phosphorylation de la PLCy et une plus grande migration des CE que celles induites
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par les cellules exprimant uniquement le VEGFR-2, alors que les CE exprimant

uniquement le VEGFR-1 n’ont démontré aucun effet [35].



1.3 TONUS VASCULAIRE ET PROSTACYCLINE (PGI,)

1.3.1 Principaux régulateurs du tonus vasculaire : NO et PGI,

Le tonus vasculaire est déterminé par 1’état contractile des cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLv) de la paroi du vaisseau sanguin. Cet état est
influencé par I’activité des substances vasoconstrictrices, qui augmentent la
concentration calcique, ou vasodilatatrices, qui diminuent cette concentration de
calcium. Parmi les substances vasoconstrictrices nous retrouvons la vasopressine,
I"angiotensine II et ’endothéline, tandis que I’acétylcholine, la prostacycline et le
NO sont des molécules vasodilatatrices. Le NO est relaché par les CE, lorsque les
forces de cisaillement d’un tonus presseur augmentent. Le NO exerce son effet
vasodilatateur de maniére paracrine sur les CMLv par I’entremise de ’activation de
la guanylate cyclase (GC) engendrant ainsi une augmentation de GMPc. Ce dernier
permet la déphosphorylation de la chaine légére de myosine, entrainant une

relaxation des CMLv [84, 85].

La prostacycline est aussi relachée par les cellules endothéliales en réponse a
différents facteurs, agissant de facon paracrine. La PGl se lie a son récepteur (IP),
faisant partie de la famille des récepteurs couplés a des protéines G, situé sur la
surface des CMLv. Son activation entraine une augmentation de la production de
’AMPc et une diminution du calcium libre intracellulaire, provoquant ainsi la
relaxation des CMLyv [86, 87]. La prostacycline agit de facon intracrine, en induisant

I’apoptose cellulaire via I’activation des récepteurs nucléaires de la famille des
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PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors). Cependant les actions des

prostaglandines sur les PPAR ne sont pas encore totalement élucidées [88].

1.3.2  Mécanismes de synthése de la prostacycline

La prostacycline est dérivée de I’acide arachidonique (AA), un produit
lipidique synthétisé & partir du clivage des glycérophospholipides membranaires par
des phopsholipases A,. Les PLA, ont été classées en plusieurs groupes, soit les
PLA, cytosoliques (cPLA) [89], les PLA, secrétées (sPLA;) [90] et les PLA,
indépendantes du calcium (iPLA;) [91]. Ces enzymes sont trés spécifiques dans leur
clivage membranaire, catalysant I’hydrolyse de la position sn-2 des phospholipides
membranaires afin de relacher I’AA. Ce dernier est ensuite converti en PGH, par des
cyclooxygénases. Trois isoformes des COX ont été caractérisés jusqu’a présent, la
forme constitutive, COX-1, la forme inductible, COX-2 et un troisiéme isoforme, la
COX-3, qui est une variante provenant de 1’épissage alternatif du géne de la COX-
1. La COX-1 joue un réle dans ’homéostasie vasculaire, 1’isoforme COX-2 est
induit par des stimuli inflammatoires, soit des endotoxines bactériennes ou des
cytokines, comme le VEGF [92] et la COX-3, qui a été trouvée dans le cerveau
canin, semble étre impliquée dans la régulation de la douleur et de la fiévre [93-95].
La COX-1 est surtout employée par les CE dans la synthése des prostaglandines &
court terme, allant jusqu’a quelques minutes. Ses produits sont principalement la
PGL et la PGE,, la derniére étant produite dans une moins grande quantité a court
terme dans les CE [96]. Inversement, la COX-2 est impliquée dans la régulation du
processus inflammatoire a long terme, et dépendamment du type cellulaire et des

agonistes induisant sa synthése et son activité, les produits finaux sont la PG ou la
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PGE; [97, 98]. Appelées aussi PGH, synthases, les COX sont des enzymes a activité
oxydoréductase. Elles catalysent 1’oxydation de I’AA en PGG,, pour ensuite le
réduire sous la forme PGHa,, le précurseur de toutes le prostaglandines et
thromboxanes [99]. Les différentes PG synthases et isomérases transforment le
PGH: en prostaglandines primaires (PGL, PGD,, PGE, et PGF,,). La PGl a un
temps de demi-vie trés court (t» = 2-3 minutes), étant rapidement transformé en 6-
keto PGF,,, son métabolite plus stable (t;; = 30 minutes). La thromboxane A, est
synthétisée par la thromboxane A synthase dans les plaquettes seulement et agit de
maniere contraire a4 la PGIl, endothéliale en provoquant une vasoconstriction et
favorisant 1’agrégation plaquéttaire [100]. Un débalacement de 1’équilibre
PGI/TxA: vers une surproduction de la TxA, peut avoir des conséquences néfastes
sur la vasculature, pouvant déclancher des thromboses et des vasospasmes. [100,

101].
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1.3.3 Réles de la prostacycline et les inducteurs de sa synthése

La PGI, est majoritairement produite et secrétée par les cellules endothéliales
[102], mais peut aussi étre trouvée dans les cellules musculaires lisses [103] et les
cardiomyocytes [104]. Sa durée de vie est trés courte lorsque secrétée, puisqu’elle
est rapidement transformée en son métabolite stable, le 6-keto PGF,,. Lorsque
relachée par les CE, la PGl se lie sur son récepteur IP situé sur la surface des
cellules musculaires lisses et, par I’entremise de I’AMPc, I’interaction entre les
filaments d’actine et de myosine est inhibée, ce qui permet la relaxation des CMLyv,
et son effet vasodilatateur [105]. La prostacycline est aussi un inhibiteur de
I’agrégation plaquettaire, via leur récepteur IP, mais les voies de signalisation
menant a cette inhibition ne sont pas encore claires [106]. La synthése de PGI, dans
les cellules endothéliales peut étre induite par divers agonistes, tels la bradykinine,
’ADP, ’ATP, I’acide arachidonique exogéne, 1’acétylcholine, la vasopressine,
I’angiotensine et le VEGF-A ¢5. Le VEGF-A 45 est donc un vasodilatateur indirect et
ce role dans I’inflammation et ’angiogenése s’ajoute a ceux mentionnés auparavant.
La reliche de PGl induite par le VEGF est induite, en partie via I’activation de la
p42/44 MAPK et I’activation subséquente de la cPLA; [96]. Puisque I’activation des
MAPK a été attribuée largement a la signalisation induite par le VEGFR-2, des
études ont suggéré ce récepteur comme le seul responsable de la reliche de PGl

[64].
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1.3.4 La nitrosylation : un phénoméne nouveau et opposé a la

phosphorylation

La phosphorylation et la nitrosylation sont deux mécanismes régulant les
protéines dans la cellule. Le premier mécanisme nous a permis de comprendre les
voies de signalisation cellulaire, alors que le deuxiéme a été moins exploré.
Cependant, depuis quelques années, la découverte des mécanismes de régulation du
NO a permis d’approfondir nos connaissances sur la nitrosylation, dont I’action a été
spécifiquement étudiée sur deux enzymes impliquées dans la synthése de facteurs
vasodilatateurs, soit la eNOS et la PG, synthase [107]. Ces études ont permis de
distinguer la nitrosylation de la phosphorylation en deux points : (1) la nitrosylation
est effectuée sur des résidus spécifiques de cystéine ou tyrosine alors que la
phosphorylation est souvent retrouvée sur des résidus tyrosine, sérine ou thréonine et
(2) la nitrosylation inhibe I’activité de ces deux enzymes, contrairement a I’effet le
plus rencontré de la phosphorylation, ’activation protéique [108, 109]. La eNOS est
une enzyme limitante dans la production de NO a partir de la L-arginine et donc, la
production de NO en grande quantité aménerait une boucle de régulation négative,
puisque le NO et ses dérivés oxydés participeraient a I’inactivation de la eNOS et
ainsi diminuerait la production de NO. Dans le cas de la PGI, synthase, la
nitrosylation est effectuée sur les résidus tyrosines, mais la raison de cette

nitrosylation de I’enzyme limitante de la production de PGI, est encore inconnue.
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1.4.  Problématique et but de I’étude

Au cours des derniéres années nous avons démontré que le VEGF-A 45 augmente la
perméabilité vasculaire, la translocation de la P-sélectine endothéliale et 1’adhésion
des neutrophiles suite 4 la synthése du facteur d’activation plaquettaire (PAF) [17,
49]. Nous avons déterminé que les homodiméres du récepteur VEGFR-2 induisent
un effet maximal de ces activités biologiques. De plus, il a été démontré que le
VEGF-A 45 est capable d’induire la synthése de PGI, dans les cellules endothéliales.
Cependant, les récepteurs du VEGF et les voies de signalisation subséquentes
participant a la synthése de PGI, ne sont pas encore claires. Conséquemment, nous
avons voulu investiguer le réle des récepteurs VEGFR-1, VEGFR-2 et NRP-1 dans
la synthése de PGL. Pour ce faire, le modéle des cellules endothéliales d’aorte
bovine (BAEC) a été choisi pour plusieurs raisons : la présence des récepteurs du
VEGF, la grande concentration de PGIl, synthétisée et le modéle de cellules
endothéliales artérielles. En utilisant des approches pharmacologiques, comme
Pactivation des récepteurs du VEGF par des agonistes spécifiques et I’utilisation
d’inhibiteurs, nous avons voulu déterminer la contribution des récepteurs du VEGF
dans la synthése de PGI,. Nous avons par la suite confirmé cette contribution par un
traitement par antisens afin de bloquer la synthése protéique. Nous avons aussi voulu
étudier les différentes voies de signalisation menant a la synthése de la PGI, ceci
dans le but ultérieur de pouvoir déterminer la contribution de la PGI, dans les
processus inflammatoires et angiogéniques induits par le VEGF-A ¢5. Nous avons
utilisé des techniques d’immunobuvardage de type Western, ainsi que le dosage du

métabolite stable de 1a PGI,, la 6-ketp PGF, par ELISA.



2.0

ARTICLE

26



Identification des auteurs

1. Identification
Paul-Eduard Neagoe
Département de pharmacologie, Faculté de médecine

2. Description de Particle
Titre : VEGF-A ¢s-induced prostacyclin synthesis requires the
heterodimerization of VEGFR-1 and VEGFR-2

Liste des auteurs : Neagoe Paul-Eduard, Caroline Lemieux, Martin G. Sirois

Soumission 2 la revue : « Journal of Biological Chemistry », Octobre 2004

3. Déclaration de tous les coauteurs autres que 1’étudiant
A titre de coauteur de I’article idenifié ci-dessus, je suis d’accord pour que
Paul-Eduard Neagoe inclue cet article dans son mémoire de maitrise qui a
pour titre La synthése de prostacycline induite par le VEGF-A j¢5 requiert
’hétérodimérisation des récepteurs du VEGF

Qo o[04

Date

e

Date ©

Caroline Lemieux
Coauteur

Martin G. Sirois
Coauteur




28

5
B
cC :

Objet : From the JBC re: Manuscript M4:12017

06/01/05 08:20

M4:12017
Dear Dr. Sirois:

Your manuscript entitled "Vascular endothelial growth factor

(VEGF) -Al65-induced prostacyclin synthesis requires the activation of VEGF
receptor -1 and -2 heterodimer" has been accepted for publication and 1is
tentatively scheduled for an April issue. Your paper will first be
published online on the day it was accepted as a JBC Papers in Press and
can be seen at www.jbc.org . This date is considered the formal date of
publication. All structures/coordinates referenced in an accepted
manuscript must be deposited and the data released BEFORE final publication
of the manuscript. If the data has not been released, please contact PDB
for its immediate release.

Now that your manuscript has been accepted for publication, the redactory
office at our printer, CADMUS Professional Communications, requires source
files including a separate Word file for text and graphic TIFF or EPS files
for the figures. Please go to this web site to upload your source files
directly to the redactory office: http://rapidsubmission.cadmus.com/jbc
Publication of the print version of your manuscript will be delayed until

we receive these materials. If you have any questions, please contact
cadmus at: [ GG -k you in advance for your quick
response.

You will receive page proofs in approximately six weeks after submission of
the source files; please return promptly to expedite publication. You will
be billed after publication for page charges, reprints you order,
half-tone, electron micrographs and authors' alterations as applicable. The
current charge for half-tone figures is $25.00 each plus $120.00 if you
order special paper. Color Figures, if any, will be charged at a rate of
$300.00 per Figure.

JBC publishes a colored illustration relevant to an article in the same
issue. The cover illustration should be scientifically interesting and
visually attractive and should NOT be a complex, data laden figure. The
illustration submitted need not be a figure in the paper but should be
closely related to the subject of the paper. To submit an illustration for
consideration please send a high quality color PRINT (we cannot accept
electronic figures). The print must be at least 7 inches wide by 6 inches
tall to be considered. The figure can be larger but must be in the same
proportion as 7 inches wide by 6 inches tall or it will not be considered.



Include also an explanatory caption of 50-60 words as well as the
manuscript number. Send to: Elyse Pierson, Department of Biological

Sciences, 371 Serra Mall, Stanford University, Stanford CA, 94305-5020

(650-725 4819).
Sincerely yours,

Richard W. Hanson
Associate Editor

RWH/yc

29



30
Vascular endothelial growth factor (VEGF)-A ;¢5-
induced prostacyclin synthesis requires the

activation of VEGF receptor -1 and -2 heterodimer

Paul-Eduard Neagoe, Caroline Lemieux and Martin G. Sirois*

Research Center, Montreal Heart Institute, Department of Pharmacology,

Université de Montréal, Montreal (QC), Canada

Dr. Sirois is recipient of a scholarship from the Canadian Institutes of Health
Research (CIHR), and this work was supported by grants from CIHR (MOP-43919),

Heart and Stroke Foundation of Quebec and Birks Family Foundation to Dr. Sirois.

Running Title: VEGF-mediated PGI, synthesis

Key words: PG>, VEGF analogs, VEGF receptors, neuropilin-1, phospholipase A,

*Correspondence should be addressed to:
Martin G. Sirois, PhD

Research Center

Montreal Heart Institute

5000, Belanger Street

Montreal (QC), Canada, HIT 1C8
Phone: (514) 376-3330 (ext: 3583)

Fax: (514) 376-1355



31

SUMMARY

We previously reported that vascular endothelial growth factor (VEGF)-A s
inflammatory effect is mediated by acute platelet-activating factor (PAF) synthesis
from endothelial cells (ECs) upon the activation of VEGF receptor-2 (VEGFR-2)
and its coreceptor, neuropilin-1 (NRP-1). In addition, VEGF-A 45 promotes the
release of other endothelial mediators including nitric oxide (NO) and prostacyclin
(PGLy). However, it is unknown whether VEGF-A g5 is mediating PGI, synthesis
through VEGF receptor-1 (VEGFR-1) and/or VEGF receptor-2 (VEGFR-2)
activation, and whether the coreceptor neuropilin-1 (NRP-1) potentiates VEGF-A |45
activity.

In this study, PGI, synthesis in bovine aortic endothelial cells (BAEC) was assessed
by quantifying its stable metabolite (6-keto-prostaglandin F,,; 6-keto-PGF,) by
ELISA. Treatment of BAEC with VEGF analogs, VEGF-A ¢s (VEGFR-1, VEGFR-
2 and NRP-1 agonist) and VEGF-A 5, (VEGFR-1 and VEGFR-2 agonist) (up to 107
M) increased PGl synthesis by 70- and 40-fold, within 15 minutes. Treatment with
VEGFR-1 (PIGF, and VEGF-B) or VEGFR-2 (VEGF-C) agonist did not increase
PGI, synthesis. Combination of VEGFR-1 and VEGFR-2 agonists did not increase
PGI, release. Pretreatment with a VEGFR-2 inhibitor, abrogated PGI, release
mediated by VEGF-A 45 and VEGF-A 2, and pretreatment of BAEC with antisense
oligomers (AS) targeting VEGFR-1 or VEGFR-2 mRNA reduced PGI, synthesis
mediated by VEGF-A|¢s and VEGF-A3; up to 79%. In summary, our data
demonstrate that the activation of VEGFR-1 and VEGFR-2 heterodimer (VEGFR-

1/R-2) is essential for PGI, synthesis mediated by VEGF-A¢s and VEGF-A,;,
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which cannot be reproduced by parallel activation of VEGFR-1 and VEGFR-2
homodimers with corresponding agonists. In addition, the binding of VEGF-A 45 to

NRP-1 potentiates its capacity to promote PGl synthesis.



INTRODUCTION
Vascular endothelial growth factor (VEGF-A) is known as an inflammatory
cytokine participating in the wound healing, tissue regeneration and physiological
angiogenesis, but also for its capacity to promote pathological angiogenesis in tumor
growth, atherosclerosis and proliferative retinopathies (1,2). There are five different
VEGF-A isoforms, of 206, 189, 165, 145 and 121 amino acids and also several
VEGF analogs : placental growth factor (PIGF-1 and -2), VEGF-B, VEGE-C,
VEGF-D, and a viral homolog, VEGF-E (2). The actions of VEGF family members
are mediated by the activation of selective tyrosine kinase receptors including
VEGFR-1 (Flt-1) and VEGFR-2 (Flk-1/KDR), which are almost exclusively
expressed on endothelial cells (ECs), and VEGFR-3 (Flt-4), which is mainly limited
to the lymphatic endothelium (2). VEGF-A binds to VEGFR-1 and VEGFR-2;
PIGF-1, PIGF-2 and VEGF-B bind to VEGFR-1; VEGF-C and D bind to VEGFR-2
and R-3; whereas VEGF-E interacts only with VEGFR-2 (2,3). Recent studies also
reported that neuropilin-1 (NRP-1), a transmembrane receptor, acts as a coreceptor
by enhancing the binding of VEGF-Ass to VEGFR-2 and potentiates various
VEGF-A¢s biological activities (3-6). Such selectivity is attributable to the
presence of VEGF-A exon 7 in VEGF-A ¢s, a domain that is lacking in VEGF-A 2,

VEGF-C , VEGF-D and PIGF-1 (4,7).

Stimulation of ECs with VEGF-A¢s can promote prostacyclin (PGl,) synthesis
which is a potent vasodilator and an inhibitor of platelet aggregation (8-10).

Consequently, imbalance in PGI, production can be involved in the pathophysiology
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of many thrombotic and cardiovascular disorders. The induction of PGI, can be
mediated upon the activation of different phospholipase A, enzymes that catalyse
the cleavage of arachidonic acid (AA) from membrane glycerophospholipids.
Subsequently, AA is converted in PGH, by the action of two cyclooxygenase (COX)
isoforms, either the constitutive form, COX-1, or the inducible form, COX-2. The
newly formed PGH, is then transformed into PGI; by the action of the PGI, synthase
(11-14). However, it is unknown whether the members of the VEGF superfamily
are mediating PGI, synthesis either through VEGFR-1 and/or VEGFR-2 activation,

and if NRP-1 is contributing to potentiate VEGF-A ;¢s-mediated PGI, synthesis.

During last years we have shown that VEGF-A ¢s increases vascular permeability,
endothelial P-selectin translocation and neutrophil adhesion upon the synthesis of
platelet-activating factor (PAF) by ECs (5,15). We subsequently investigated the
contribution of VEGF receptors and assessed that all these biological activities are
mediated through the activation of VEGFR-2, and that these effects are potentiated
by the presence of NRP-1 (4,5,16). Consequently, by using VEGF analogs and by
regulating VEGF receptor activity either with selective inhibitors or by antisense
treatment, we investigated the contribution of VEGF members and their

corresponding receptors on their capacity to promote endothelial PGI, synthesis.



METHODOLOGY
Cell Culture
Endothelial cells were harvested from bovine aortas (BAEC), cultured in Dulbecco’s
modified eagle medium (DMEM,; Life Technologies, Inc., Burlington, ON, Canada)
containing 5% fetal bovine serum (FBS; Medicorp, Inc., Montreal, QC, Canada) and
antibiotics (Sigma, St-Louis, MO), BAEC were characterized as described

previously (16) and used between passages 3 to 5.

Endothelial PGI, Synthesis

BAEC were seeded in 6-well plates and cultured up to 3 days post-confluence.
Culture medium was removed and cells were rinsed with HBSS (Hank’s balanced
salt solution) / HEPES (10 mM; pH 7.4) (Sigma). Cells were stimulated in
HBSS/HEPES plus CaCl, (5 mM) with phosphate buffered saline (PBS) solution or
VEGF analogs, VEGF-A s (PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ), VEGF-A,»;, PIGF,
VEGF-B, VEGF-C (R & D Systems, Minneapolis, MN) at various concentrations
o' - 10® M) and up to 30 minutes. In another set of experiments, BAEC were
pretreated with selective inhibitors of : VEGFR-1 and VEGFR-2 (VTK), VEGFR-2
(SU1498) p38 MAPK (SB203580), MEK (PD98059), cytosolic phospholipase A»;
cPLA> (AACOCEF3), secreted phospholipase A,; sSPLA, (scalaradial) (Calbiochem,
La Jolla, CA), cyclooxygenase-1 and -2; COX-1 and -2 (indomethacin) or PGI,
synthase (tranylcypromine) (Sigma) 15 minutes prior to stimulation with VEGF-A

isoforms. Upon stimulation, the supernatant was collected and PGI, synthesis was
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assessed by quantifying its stable metabolite (6-keto PGF,,) accordingly to

manufacturer’s instructions (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI).

Antisense Oligonucleotide Therapy

We also used an antisense oligonucleotide therapy approach to discriminate the
contribution of VEGFR-1 and VEGFR-2 on PGI, synthesis mediated by VEGF-A
isoforms. BAEC were treated with antisense oligonucleotide sequences
complementary to bovine VEGFR-1 or VEGFR-2 mRNA (GenBank Accession
Numbers X94263 and 94298).  Antisense oligonucleotide phosphorothioate
backbone sequences targeting bovine VEGFR-1 mRNA (AS-R1: 5-CAA AGA
TGG ACT CGG GAG-3’), and VEGFR-2 mRNA (AS-R2: 5’-GCT GCT CTG ATT
GTT GGG-3’), or a scrambled phosphorothioate sequence (AS-Scr: 5°-TGC TGG
CAT GTG CGT TGT-3") (AlphaDNA, Montreal, QC, Canada) were used. The
antisense oligomers were chosen based on their capacity to selectively abrogate the
protein expression of the genes targeted as previously described (16). Briefly,
BAEC were seeded at 5 X 10° cells/well in 6-well plates, in DMEM, 5% FBS, and
antibiotics with or without oligomers (5 X 107 M/daily) up to 3 days post-
confluence. Culture medium was removed, cells were rinsed, stimulated in
HBSS/HEPES + CaCl, (5 mM) with PBS or VEGF-A isoforms, and PGI- synthesis

quantified as described above.
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Preparation of GST-VEGF-A 45 Exon 7 Fusion Protein

In order to evaluate the possible potentiating effect of NRP-1 on VEGF-A s~
induced PGI, synthesis, we produced a glutathione-S-transferase (GST) fusion
protein encoding exon 7 of human VEGF-A 45 (GST-Ex7) (The construct of GST
fusion protein-Exon 7 was generously provided by Dr. Shay Soker, Wake Forest
University, Winston-Salem, NC). Escherichia coli (DH5a) were transformed with
pGEX-2TK or p2TK-exon 7 vectors to produce GST and GST-Exon 7 proteins. The
recombinant proteins were purified from bacterial lysates using glutathione and

heparin affinity chromatographies, as described previously (5,6).

Western Blot Analyses of VEGF Receptors Expression and Phosphorylation

BAEC were cultured up to 3 days postconfluence, cells were rinsed, incubated on
ice, and stimulated in HBSS/HEPES + CaCl, (5 mM) plus 1 mg/ml bovine serum
albumin. In some experiments, BAEC were pretreated with PBS or VEGF receptor
inhibitors (SU1498 or VTK) 15 minutes prior to the addition of VEGF-A¢s or
VEGF-A |3, the cells were kept on ice for an additional 15 minutes. Then, cells
were stimulated for 7.5 minutes at 37°C, and brought back on ice. In another set of
experiments, BAEC were stimulated as above with VEGF analogs only. Upon
stimulation, the media was removed, cells were washed, and lysates prepared.
Western blot analyses were performed as described previously (4,5,16). Primary
antibodies used were mouse monoclonal anti-human VEGFR-1 (clone Flt-11;
Sigma), polyclonal rabbit anti-mouse VEGFR-2 and goat anti-human NRP-1 IgG

antibodies (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA). Membranes were
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stripped using Re-Blot Plus Strong stripping solution (Chemicon International,
Temecula, CA) for 20 minutes, and reprobed with a mouse monoclonal anti-
phosphotyrosine IgG (clone 4G10; 1:4000 dilution; Upstate Biotechnology Inc.,
Lake Placid, NY) to determine VEGFR-1 and VEGFR-2 phosphorylation.
Kaleidoscope molecular weight markers (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) were
used as molecular mass standards for SDS-PAGE immunoblotting experiments.
Immunoreactive bands for were visualized by enhanced chemiluminescence (ECL),
digitized using a 2-dimensional gel scanner and quantified using Quantity One

software (Bio Rad).

In another set of experiments we assessed by Western blot analyses the expression
and activation of selective enzymes involved in the cell signaling pathway leading to
PGl synthesis. Studies were performed as described above. Primary antibodies
used for immunoprecipitations and Western blot analyses were the followings:
rabbit polyclonal anti-human phospho-p42/44 MAPK and anti-human phospho-
cPLA; (Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA), mouse monoclonal anti-
ovine COX-1 and mouse monoclonal anti-human COX-2 (Cayman Chemicals)
[gGs. Then the membranes were stripped and reprobed with rabbit anti-rat p42/44

MAPK (Cell Signaling), mouse monoclonal anti-human cPLA; (Santa Cruz).a

Western Blot Analysis of PGI, Synthase S-nitrosylation, Cyclooxygenase-1 and -2
BAEC were cultured up to 3 days postconfluence and treated prior to stimulation as

described above. Cells were incubated on ice for 30 minutes with either VEGF-A ;45
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or VEGF-C (10" M), then stimulated for 5 to 15 minutes at 37°C, and brought back
on ice. Upon stimulation, the media was removed, cells washed, and lysates
prepared. Immunoprecipitation of cell lysate was performed with a rabbit
polyclonal anti-bovine PGl synthase IgG (Cayman Chemicals). Samples were
separated on a 10% SDS-PAGE, and Western blot analyses performed as described
previously (4,5,16). A mouse monoclonal anti-nitrotyrosine IgG (Cayman
Chemicals) was used to assess S-nitrosylation level of PGI, synthase. Then,
membranes were stripped and reprobed with rabbit polyclonal anti-bovine PGI,

synthase IgG as described above.

Statistical Analysis
Data are presented as mean + s.e. mean. Statistical comparisons were made by
analysis of variance, followed by a Bonferroni’s t-test for multiple comparisons.

Differences were considered significant when p <0.05.



40

RESULTS

Effect of VEGF Analogs and Corresponding Receptors on Prostacyclin Synthesis

Prostacyclin (PGL,) synthesis in postconfluent BAEC was quantified by measuring
its stable metabolite 6-keto PGF,, by ELISA. First, we performed a time- (5 to 30
minutes) and concentration- (10" - 10% M) dependent assay to assess how VEGF-
Ajes mediates PG> synthesis. In control PBS-treated cells, the production of 6-keto
PGFi did not change in function of time, at 15 minutes post-treatment the
concentration of 6-keto PGF), was 0.657 + 0.056 ng/10° cells. Treatment with
VEGF-Aes (107 M) induced a rapid and transient PGI» synthesis, within 5 minutes,
we observed a 48-fold increase, which reached a plateau within 10 minutes (70-fold
increase). In addition, VEGF-A 45 (10'Il -10° M) increased PGI, synthesis by 5-,
30- and 70-fold, respectively. Interestingly, at the highest concentration (10° M),
VEGF-A s was less efficient (33-fold increase) to mediate PG, synthesis (Figure

1A and B).

To determine which VEGF receptors are involved in PG, synthesis, we used
selective VEGF analogs. Treatment with VEGF-A 5, isoform (10'll -10% M), which
like VEGF-A 45 binds to VEGFR-1 and VEGFR-2 but not to NRP-1 coreceptor
induced as well a significant but reduced PGI, synthesis (40-fold increase; at 10° M)
as compared to VEGF-A¢s (Figure 1C). These latter data suggest that NRP-1
coreceptor might contribute to potentiate VEGF-A¢s capacity to promote PGl
synthesis. To support this hypothesis, we treated BAEC with PBS, VEGF-A |¢s and

VEGF-A |2, and confirmed by Western blot analysis the capacity of VEGF-A 45 as
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opposed to VEGF-A»; or PBS-treated cells to promote VEGFR-2/NRP-1 complex
formation (Figure 2A). Then, BAEC were pretreated with a GST fusion protein
containing exon 7 of human VEGF-A s (GST-Ex7) to block the interaction of
VEGF-A s with NRP-1. Exon 7 encodes a domain not present in VEGF-A 5, that
is responsible for the binding of VEGF-A 45 to NRP-1(3,5). Pretreatment of BAEC
with GST-Exon7 (up to 107 M) 15 minutes prior to stimulation with VEGF-A |45
(10'9 M) reduced PGI, synthesis to the level induced by VEGF-A,, (Figure 2B).
Pretreatment with GST (up to 10”7 M), without the exon 7 insert, did not alter
VEGF-A¢s-induced PGI, synthesis and neither GST-Ex7 nor GST (up to 107 M)
altered significantly the basal level of PGI, synthesis or VEGF-A ;-induced PGl>

synthesis (Figure 2B).

Since VEGF-A¢s and VEGF-A,,, are both capable to activate VEGFR-1 and
VEGFR-2, we then treated BAEC with selective analogs for VEGFR-1 (PIGF and
VEGF-B) and VEGFR-2 (VEGF-C) to verify the contribution of each receptor under
their homodimeric conformations on PGI, synthesis. Treatment with PIGF, VEGF-
B or VEGF-C (10" - 10® M) for 15 minutes did not promote the release of PGl
(Figure 3A-C). In order to assess if a parallel activation of VEGFR-1 and VEGFR-2
homodimers may induce PGI, release, BAEC were treated with the combination of
VEGFR-1 analogs (PIGF or VEGF-B) with VEGFR-2 analog (VEGF-C) at 10° M

and for 15 minutes. Such combination did not increase PGl synthesis (Figure 3D).
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Phosphorylation of VEGF Receptors by Corresponding VEGF Analogs

Since VEGF-A |45 and VEGF-A |, were the only VEGF analogs capable to mediate
endothelial PGl synthesis, we performed Western blot analyses to confirm the
expression of VEGFR-1 and VEGFR-2, and the capacity of VEGF analogs to
activate them. BAEC were treated for 7.5 minutes with VEGF analogs which is the
suitable time to detect the phosphorylation of VEGF receptors as previously
described (16). Cell lysates were immunoprecipitated either with anti-VEGFR-1 or
anti-VEGFR-2 IgGs. VEGFR-1 and VEGFR-2 protein expression in BAEC was
detected by immunoblotting, which is in agreement with previous reports (Figure 4A
and B; upper bands) (17). The membranes were stripped and the detection of
VEGFR-1 and VEGFR-2 phosphorylation was performed by reprobing the
membranes with anti-phosphotyrosine IgG. Treatment with VEGF-A 5 and VEGF-
Az (10 M) increased the phosphorylation of VEGFR-1 by 10.6- and 7.3-fold as
compared to PBS-treated cells, whereas equivalent treatment with PIGF or VEGF-B
did not increase VEGFR-1 phosphorylation (Figure 4A; lower panel). Although, we
could not detect the phosphorylation of VEGFR-1-mediated by PIGF or VEGF-B,
they were nevertheless not deprived of biological activities since they were capable
to promote endothelial P-selectin translocation (data not shown, and as previously
described) (5). Secondly, we assessed the capacity of VEGF-A 5, VEGF-A5; and
VEGF-C (10”° M) to mediate VEGFR-2 phosphorylation. Such treatment increased
by 57.8-, 24.7- and 5.8-fold the phosphorylation of VEGFR-2 as compared to PBS-

treated cells (Figure 4B; lower panel).
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PGI; Synthesis Requires VEGFR-1 and VEGFR-2 Heterodimerization

Our data demonstrate that the activation of VEGFR-1 or VEGFR-2 homodimers
alone or in parallel with selective VEGFR-1 or VEGFR-2 analogs did not promote
PGI, synthesis. Consequently, we speculated that VEGF-A isoforms induce PG,
synthesis through the activation of VEGFR-1/R-2 heterodimer. By Western blot
analysis, we observed in PBS-treated cells that VEGFR-1 and VEGFR-2 subunits
can constitutively be present under heterodimeric (VEGFR-1/R-2) state, and that a
treatment either with VEGF-A s or VEGF-C did not modulate VEGFR-1/R-2
dimerization (Figure 5). Secondly, in order to demonstrate that PGI, synthesis
mediated by VEGF-A¢s and VEGF-A|y is driven through the activation of
VEGFR-1/R-2 heterodimer, BAEC were treated with selective antisense oligomers
targeting VEGFR-1 or VEGFR-2 mRNA. We showed previously that such
approach at the concentration used (5 x 107 M / daily) abrogated selectively by over
90% the protein expression of VEGFR-1 or VEGFR-2 and the biological activities
investigated by 80 to 100% (16). Treatment with selective antisense oligomers
targeting VEGFR-1 (AS-R1) or VEGFR-2 (AS-R2) mRNA reduced by 79 and 71%
the synthesis of PGI, mediated by VEGF-A 45, and by 73 and 62% the synthesis of
PGI, mediated by VEGF-A 5, respectively (Figure 6A). As negative control, BAEC
were treated with a scrambled oligomer sequence, which did not decrease
significantly the level of PGI, synthesis mediated by VEGF-A 45 and VEGF-A),,.
In addition, treatment of BAEC with antisense or scrambled oligomers did not affect

the basal level of PGI; synthesis in PBS-treated cells (Figure 6A).
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To support the latter study, we used as well a pharmacological approach.
Pretreatment of ECs with a selective VEGFR-1 and VEGFR-2 inhibitor (VTK; 10
M; ICso = 2.0 and 0.1 x 10° M respectively) (18), abrogated by 100 and 90% the
synthesis of PG, mediated by VEGF-A ¢5 and VEGF-A 5, respectively. Similarly,
the blockade of VEGFR-2 activity with SU1498 (selective VEGFR-2 inhibitor;
5x10° M; ICso = 7 x 107 M) (5,19) was sufficient as well to abrogate by 96 and
95% the synthesis of PGl mediated by VEGF-A¢s and VEGF-A 5, respectively

(Figure 6B).

In order to verify the selectivity of VEGF receptor inhibitors, we assessed their
corresponding inhibitory effect on VEGFR-1 and VEGFR-2 phosphorylation
mediated by VEGF-A¢s. Pretreatment of BAEC with SU1498 (5 x 10°® M), 15
minutes prior to stimulation with VEGF-A s (10'9 M; 7.5 minutes) did not affect the
phosphorylation of VEGFR-1 but prevented the phosphorylation of VEGFR-2.
Pretreatment with VTK prevented by 100 and 83%, the phosphorylation of VEGFR-

1 and VEGFR-2 mediated by VEGF-A 45 (Figure 7).

Cell Signaling Pathways by Which VEGF-A 145 Induces PGI, Synthesis

In previous studies we have shown that VEGF-A |45 induces PAF synthesis upon the
activation of VEGFR-2/R-2/NRP-1 complex, and requires the activation of both p38
and p42/44 MAPKs, and subsequent activation of secreted phospholipase A, type V
(SPLA>-V) (20,21). Since VEGF- A¢s induces PGI, synthesis upon VEGFR-1/R-2

activation, which is also potentiated by NRP-1 coexpression, we wanted to assess
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the similarities in the cell signaling pathways involved in PAF and PGI, synthesis.
Pretreatment of BAEC with p38 MAPK inhibitor (SB203580; 107 M; ICso= 6 x 10
7 M) (22) did not prevent PGl synthesis mediated by VEGF-A s (10'9 M).
However, pretreatment with MEK inhibitor (PD98059; 107 M; ICso = 10°® M) (23)
which prevents p42/44 MAPK phosphorylation, abrogated the synthesis of PGI»
mediated by VEGF-Aes (Figure 8). Then, BAEC were pretreated with PLA,
inhibitors, pretreatment with a broad range inhibitor of sPLA, (Scalaradial; 10° M)
(21), which is capable to prevent VEGF-A ¢s-mediated PAF synthesis, did not
reduce significantly the release of PGI,, whereas a pretreatment with a cytosolic
c¢PLA; (cPLA,) inhibitor (AACOCF3; 5x10° M, ICsp = 107 M) (24) inhibited by
86% the release of PGl mediated by VEGF-A¢s (Figure 8). Finally, a
preatreatment of BAEC either with a non-selective inhibitor of cyclooxygenase-1
and -2 (indomethacin; 10° M, ICsp = 0.1 and 6x10° M respectively) (25) or with a
selective inhibitor of PGl synthase (tranylcypromine; 3x107 M) (26) abrogated
completely the synthesis of PGl mediated by VEGF-A 45 (Figure 8). To assess if
inducible COX-2 might be present and contribute to constitutive COX-1 activity, we
performed Western blot analyses and detected only the protein expression of COX-1

(data not shown).

Denitrosylation of Prostacyclin Synthase is Required to Promote PG,
Under quiescent state PGI» synthase is S-nitrosylated, thus preventing its capacity to
convert its substrate (PGH,) into PGI, (27). In a previous study, we have shown that

VEGF-A¢5s and VEGF-C are capable to mediate PAF synthesis upon VEGFR-2
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homodimer activation (4,16). In the current study, we observed as well that VEGF-
Aies and VEGF-C are both capable to promote the phosphorylation p42/44 MAPK
and cPLA; (data not shown), which are essential to promote arachidonic acid release
(8,28). However, VEGF-C as opposed to VEGF-A 45 cannot induce PGI, synthesis.
Consequently, we hypothesized that VEGF-C may not be capable to promote the S-

denitrosylation of PGI» synthase which is required for PGI, production (27,29).

Thus, we assessed by Western blot analysis the capacity of VEGF-A 45 and VEGF-C
to regulate the level of PGI, synthase nitrosylation. Treatment with VEGF-A 145 (10
? M) induced a rapid/immediate S-denitrosylation of PGI, synthase by 30%, which
returned to its basal nitrosylated state after 15 minutes of treatment. At the opposite,

treatment with VEGF-C (10" M) had no such effect (Figure 9).
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DISCUSSION
Previous studies reported the capacity of VEGF-A g5 to promote PG, synthesis,
however, there was no data defining the contribution VEGF receptor(s) (8,30,31).
In the current study, we observed that only VEGF-A isoforms (VEGF-A s and
VEGF-A|3) were able to promote an acute endothelial PGI, synthesis, whereas the
stimulation of BAEC with selective VEGFR-1 (PIGF or VEGF-B) or VEGFR-2
(VEGF-C) agonists, alone or combined had no such effect. In addition, VEGF-A 45
was about twice potent as VEGF-A |y to promote PGI, synthesis. Pretreatment of
ECs with a GST-Ex7 fusion protein which prevents the binding of VEGF-A 45 to
NRP-1 reduced the capacity of VEGF-A 45 to promote PGI, synthesis to the level
mediated by VEGF-A|>;, which does not bind to NRP-1. Together, these data
suggest that the activation of VEGFR-1 and VEGFR-2 homodimers by their
corresponding analogs is not sufficient to promote PGI, synthesis and depends on
the activation of VEGFR-1/R-2 heterodimer. Furthermore, NRP-1 potentiates the

capacity of VEGF-A |¢s to promote PGI; synthesis.

To assess the requirement of VEGFR-1/R-2 activation for promoting PG, synthesis
mediated by VEGF-A isoforms, we used antisense gene therapy and
pharmacological approaches to regulate the expression and the activation of VEGF
receptors. In a first series of experiments, BAEC were treated with antisense
oligomers targeting selectively VEGFR-1 or VEGFR-2 mRNA, that we previously
defined for their capacity to downregulate selectively their corresponding protein

expression by over 90% and related biological activities (16). Such treatment with
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antisenses for VEGFR-1 or VEGFR-2 mRNA abrogated by over 70% the synthesis
of PGI, mediated by VEGF-A 65 and VEGF-A s, (Figure 6). In another set of
experiments, BAEC were pretreated with selective VEGF receptor inhibitors.
Pretreatment of BAEC with a VEGFR-2 inhibitor, SU1498, prevented VEGFR-2
activation by VEGF-A isoforms and PGI, synthesis. Together, these data
demonstrate that the activation of both receptors under heterodimeric state (VEGFR-
1/R-2) is required for PGI, synthesis. Indeed, it cannot be due either to an
independent or parallel activation of VEGFR-1 and/or VEGFR-2 homodimers by
VEGF-A isoforms since the blockade of VEGFR-1 or VEGFR-2 expression and
corresponding activation was sufficient to prevent PGl synthesis. Furthermore,
parallel activation of VEGFR-1/R-1 and VEGFR-2/R-2 by selective agonists did not

promote PGl synthesis.

Although, we detected the phosphorylation of VEGFR-1 mediated by VEGF-A
isoforms, we could not detect its phosphorylation upon a treatment with PIGF and
VEGF-B. Consequently, one might argue that this could explain why PIGF and
VEGF-B were unable to promote PGI, synthesis. However, this hypothesis does not
stand, since we observed in a different study that PIGF and VEGF-B at the same
concentrations, and within the same time period were both capable to promote a
significant increase of endothelial P-selectin translocation, despite our incapacity to
detect VEGFR-1 phosphorylation (5). Our data are also in agreement with previous
reports which have shown that PIGF and VEGF-B were capable to promote specific

biological activities namely on endothelial and monocyte tissue factor production



49

and migration of monocytes, despite the fact that VEGFR-1 phosphorylation was
undetectable (32-36). This could also be explained by the fact that the tyrosine
kinase activity of VEGFR-1 is one order of magnitude lower than that of VEGFR-2,
and that in function of the ligands used, VEGFR-1 can autophosphorylate

differently, rendering difficult the detection of its autophosphorylation (37,38).

The lack of PGI, synthesis upon stimulation with VEGF-C was also not due to its
incapacity to activate VEGFR-2 since VEGF-C was capable to promote VEGFR-2
phosphorylation (Figure 4), and selective biological activities, including endothelial
P-selectin translocation, endothelial cell migration and proliferation, and PAF
synthesis (4,5,16,39). Together, these observations strengthened our hypothesis that
VEGF-A isoforms require the activation of VEGFR-1/R-2 heterodimer to support

PGI, synthesis.

Our observations are also supported by recent studies which have demonstrated that
in native unstimulated and VEGF-A ¢s-treated ECs, VEGFR-1 was consistently
detected in anti-VEGFR-2 immunoprecipitates, indicating that both receptors
spontaneously form heterodimer (38). Porcine aortic endothelial cells (PAEC)
transfected with VEGFR-1 and VEGFR-2 provided as well the heterodimerization
of VEGFR-1/R-2. Stimulation of all three PAEC transfected cell lines expressing
VEGFR-1, R-2 and R-1/R-2 with VEGF-A s resulted in signal transduction with
different efficiencies and biological activities (40). For instance, migration of PAEC

co-expressing VEGFR-1/R-2 towards VEGF-A ¢5s was more efficient than migration
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of PAEC expressing VEGFR-2 alone, even though similar number of VEGFR-2
subunits were expressed in transfected PAEC (40). These data suggest that the
signal transduction properties of VEGFR-2 are affected by its dimerization with
VEGFR-1 and its transphophorylation. This is in agreement with a recent study
reporting that VEGF-A 45 can induce a strong phosphorylation of VEGFR-1 tyrosine
residue Tyr1213 and to lesser extent Tyr1242 and Tyr1333, whereas PIGF induced
the phosphorylation of Tyr1309 but not Tyr1213 (38). Such differences in the
activation of VEGF receptors by various agonists termed “agonist trafficking”,
might explain the distinct biologic activities of VEGF-A ¢5 and its analogs. Since
VEGF-A¢s and VEGF-A ;| are the only VEGF analogs capable to bind VEGFR-
1/R-2 heterodimer, they might provide an exclusive transphosphorylation of
VEGFR-1 and VEGR-2 subunits which appears to be essential to govern cell
signaling leading to PGI, synthesis.

In previous studies we have shown that VEGF-A ¢s induces PAF synthesis upon the
activation of VEGFR-2/R-2 homodimer, which is potentiated by the presence of
NRP-1 coreceptor (4,16). Furthermore, the synthesis of PAF requires the activation
of both p38 and p42/44 MAPKs, and subsequent activation of secreted
phospholipase A, type V (sPLA,-V) (20,21). Interestingly, the stimulation of
VEGFR-1 did not promote PAF synthesis and was not required to support VEGF-

Aes-mediated PAF synthesis through VEGFR-2 activation (4,16).

In order to assess the different contribution of VEGF receptors for the induction of

PAF and PGI, synthesis mediated by VEGF-A |45, we investigated the cell signaling
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pathways involved in PGI, synthesis. Previous studies highlighted the contribution
of p42/44 and/or p38 MAPK on PGI, synthesis (8,41-45). In order to discriminate
the potential role played by both MAPKs, we used specific inhibitors, namely,
PD98059 that inhibits MEK, the enzyme upstream and responsible for p42/44
MAPK activation, and SB203580, a specific inhibitor of p38 MAPK activation (20).
In our study, the blockade of p42/44 MAPK activation prevented the induction PGI,
synthesis mediated by VEGF-A ;¢5, whereas the blockade of p38 MAPK activity had
no such effect. We previously reported that PAF synthesis mediated by VEGF-A ;45
requires the activation of sPLA, as opposed to cPLA,. However, since it is well
established that p42/44 MAPK can promote the phosphorylation of cPLA, (8,46)
and that p42/44 MAPK activation is essential for PAF synthesis (20), we then
assessed the contribution of both PLA; on PGI; synthesis. The blockade of cPLA»
prevented completely the synthesis of PGl,, whereas the inhibition of sPLA,

induced a non-significant decrease of PGI, synthesis.

Since VEGF-C is also capable to promote VEGFR-2 activation and PAF synthesis
but not PGI, synthesis, we then investigated by Western blot analyses its capacity to
induce the phosphorylation p42/44 MAPK and cPLA,, in both cases VEGF-C
promoted the activation of these enzymes, suggesting that the activation of these
enzymes is not the rate limiting step for the incapacity of VEGF-C to mediate PG,
synthesis. The activation of cPLA; catalyzes the cleavage of arachidonic acid (AA)
from the sn-2 position of phospholipids, which is then converted into PGH, by

COX-1 and/or COX-2, newly formed PGH, which serves as substrate for PG,
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synthase and PGI, production (11-13,41). By Western blot analysis, we confirmed
the presence of constitutive COX-1 whereas COX-2 was not present. This is in
agreement with previous reports which have shown in quiescent and unstimulated
ECs that COX-2 isoform is not present, and that its upregulation by diverse
cytokines, including VEGF is achieved at least two hours after stimulation
(12,14,47-49). Therefore, only COX-1 isoform was involved, and its contribution
was essential, since its blockade with indomethacin abrogated PGI, synthesis.
Furthermore, since COX-1 activity is not repressed by VEGF isoforms (14), and that
there is no alternative pathway for PG, synthesis, this brings us to suggest that
COX-1 activation cannot be responsible for the difference between VEGF-C and
VEGF-A 65 to promote PGI, synthesis. Thus, the rate limiting step can be due to a
possible difference in their capacity to promote PGI, synthase activity. Recently, a
new post-translational modification was found for the different isoforms of nitric
oxide synthase (NOS), and that the nitrosylation of NOS provides a negative
regulatory mechanism on NO production (50,51). The same nitrosylation
mechanism is also observed for the regulation of PGI, synthase activity upon the S-
nitrosylation of the tyrosine 430 residue (52). In our study, we observed in
quiescent non-stimulated EC, that the PGI, synthase was constitutively nitrosylated,
which is concordant with the very low concentration of prostacyclin in BAEC.
Treatment with VEGF-A s induced a parallel rapid and transient denitrosylation of
PGI, synthase and PGI, synthesis, whereas a treatment with VEGF-C induced
neither PGI, synthase denitrosylation nor PGI, synthesis. The specific mechanism

by which PGI, synthase denitrosylation occurs, remains to be identified. However,
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recent studies proposed the existence of a nitrase-denitrase tyrosine activity which is
regulating the nitrosylation-denitrosylation equilibrium of selective proteins such as
PGI, synthase (53,54). Consequently, our data suggest that the only difference in
the signaling pathways leading to PGI, synthesis between VEGF-A 45 as opposed to
VEGF-C, is the capacity of VEGF-A ¢s to promote upon the activation of VEGFR-
1/R-2 heterodimer a rapid and transient of PGI, synthase denitrosylation and PGI,

release (Figure 10).

In conclusion, we observed for the first time the necessity for VEGFR-1/R-2
heterodimer activation to promote a selective biological activity, in occurrence PG,
synthesis. We have also observed that even if VEGF-C and VEGFE-A 45 are capable
to activate the same signaling pathways leading to endothelial arachidonic acid
release, they showed a different capacity to promote PG, synthase denitrosylation,
and therefore, PGI, synthesis. Such difference would be attributable to the exclusive
capacity of VEGF-A isoforms to activate VEGFR-1/R-2 heterodimer. These
findings provide novel informative data leading to a better comprehension of the
selective roles played by VEGF family members and their corresponding receptors

on the regulation and maintenance of vascular tone and integrity.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. PGI, synthesis mediated by VEGF-A isoforms

Postconfluent BAEC were stimulated either with control PBS solution or with
VEGF-A 45 (107 M) up to 30 minutes (A), or concentration-dependently (10! - 107
M) with VEGF-A¢s (B) or VEGF-A 5 (C) for 15 minutes. Synthesized PGI, was
assessed by quantifying its stable metabolite (6-keto PGF) by ELISA. ***P <

0.001 vs. PBS-treated cells.

Figure 2. NRP-1 coreceptor potentiates PGI; synthesis induced by VEGF-A ;45

A. Postconfluent BAEC were stimulated with PBS, VEGF-A ¢s or VEGF-A (10‘9
M each) for 7.5 minutes. Cell lysates were immunoprecipitated with anti-NRP-1
IgG. NRP-1 protein expression in BAEC was detected by immunoblotting. The
membranes were stripped and the detection of VEGFR-2 protein expression was
performed by reprobing the membranes with anti-VEGFR-2 IgG. B. Postconfluent
BAEC were pretreated with the NRP-1 antagonist GST-Exon 7 (107 M) or its
carrier GST (107 M), 15 minutes prior to stimulation with PBS, VEGF-A 45 or
VEGF-A13 (10° M) for 15 minutes. ***P < 0.001 vs. PBS, and P < 0.001 vs.

VEGF-A i¢s.
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Figure 3. Effect of VEGFR-1 and VEGFR-2 agonists on PGI; synthesis

Postconfluent BAEC were stimulated with PBS, VEGFR-1 (VEGF-B, PIGF) or
VEGFR-2 (VEGF-C) agonists (10" - 107 M) alone or combined for 15 minutes.
BAEC were treated as well with VEGF-A g5 (10° M) as positive control. ***P <

0.001 vs. PBS-treated cells.

Figure 4. Expression and regulation of VEGF receptors by corresponding
agonists

Postconfluent BAEC were stimulated with PBS, VEGF-A¢s, VEGF-A5,, PIGF,
VEGF-B or VEGF-C (10° M) for 7.5 minutes. Cell lysates were
immunoprecipitated with VEGFR-1 IgG (A; 3 mg total proteins), or VEGFR-2 IgG
(B; 1 mg total proteins). VEGFR-1 and VEGFR-2 protein expression in BAEC was
detected by immunoblotting (upper bands). Membranes were subsequently stripped
using Re-Blot Plus Strong stripping solution and the detection of VEGFR-1 (A), and
VEGFR-2 (B) phosphorylation was performed with an anti-phosphotyrosine IgG
(lower bands). The phosphorylation level of each receptor was expressed in
function of the protein expression level of VEGFR-1 and VEGFR-2, and normalized

with VEGF-A j¢s-treated cells.

Figure 5. Heterodimerization capacity of VEGFR-1 and VEGFR-2 subunits
Postconfluent BAEC were stimulated with PBS, VEGF-A ¢s or VEGF-C (10° M)
for 7.5 minutes. Cell lysates were immunoprecipitated with VEGFR-1 IgG (3 mg

total proteins). VEGFR-1 protein expression in BAEC was detected by
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immunoblotting. The membranes were stripped and the detection of VEGFR-2

protein expression was performed by reprobing the membranes with anti-VEGFR-2

IgG.

Figure 6. Contribution of VEGF receptors on PGI, synthesis induced by
VEGF-A isoforms

A. BAEC were plated at 5x10° cells/well in 6-well plates. Antisense oligomers
targeting VEGFR-1 (AS-R1) or VEGFR-2 (AS-R2) mRNA, or a scrambled
oligomer (As-Scr) were added daily (5x107 M) up to 3 days postconfluence. Cells
were stimulated with PBS, VEGF-A 5 or VEGF-A 5, (]0'9 M) for 15 minutes. B.
Postconfluent BAEC were pretreated with a VEGFR-1 and VEGFR-2 tyrosine
kinase inhibitor, VTK (10 M), or a VEGFR-2 inhibitor, SU1498 (5x10° M) 15
minutes prior to stimulation with PBS, VEGF-A ¢s or VEGF-A 1, (10'9 M) for 15
minutes. PGI, synthesis was assessed by quantifying its stable metabolite (6-keto
PGF|,) by ELISA. ***P < 0.001 vs. PBS-treated cells. ®P < 0.01 and %P < 0.001

vs. cells treated with VEGF-A isoforms.

Figure 7. Regulation of VEGF receptors phosphorylation by selective
inhibitors

Postconfluent BAEC were pretreated with VTK (107 M), or SU1498 (5x10° M) 15
minutes prior to stimulation with PBS, VEGF-A 5 ( 10° M) for 7.5 minutes. Cell
lysates were immunoprecipitated with VEGFR-1 (A) or VEGFR-2 (B) IgG.

Western blot analyses for VEGFR-1 (A) or VEGFR-2 (B) protein expression were
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performed (upper bands), then the membranes were stripped and the detection of
VEGFR-1 (A), and VEGFR-2 (B) phosphorylation was performed with an anti-

phosphotyrosine IgG (lower bands).

Figure 8. Cell signaling pathway by which VEGF-A ;¢s promotes PGI, synthesis

Postconfluent BAEC were pretreated with selective inhibitors of p38 MAPK
(SB203580; SB, 10° M), MEK inhibitor PD98059; PD, 107 M), sPLA;-V
(scalaradial; Scal, 10° M) or cPLA; (AACOCF;; AA, 5x107 M), COX-1/-2
(indomethacin; Indo, 107 M) or PGl synthase (tranylcypromine; TC, 3x107 M) 15
minutes prior to stimulation with VEGF-A ¢s (10 M) for 15 minutes. Synthesized
PGIL, was assessed by quantifying its stable metabolite (6-keto PGF,,) by ELISA.

***P < (0.001 vs. PBS-treated cells. ¥P < 0.001 vs. VEGF-A ¢5-treated cells.

Figure 9. S-Nitrosylation of PGI, synthase in presence of VEGF-A ¢ and
VEGF-C

Postconfluent BAEC were stimulated time-dependently with PBS, VEGF-A ¢s or
VEGF-C (10° M). Cell lysates (500 pg of total proteins) were immunoprecipitated
with PGl synthase IgG. Western blot analyses were performed with an
antinitrotyrosine IgG to assess S-nitrosylation level of PGI, synthase, then the
membranes were stripped and reprobed with an anti-PGI» synthase IgG as described
above. The nitrosylation level of PGI, synthase upon stimulation with VEGF-A ¢s
or VEGF-C was expressed in function of the protein expression level of PGI,

synthase, and the results normalized to PBS-treated cells.
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Figure 10. Proposed signaling pathway by which VEGF-A ¢s mediates PGI,
synthesis

PGI, synthesis induced by VEGF-A 45 requires the heterodimerization of VEGFR-
1/R-2 subunits and is potentiated by the contribution of NRP-1 coreceptor, such
complex which can activate downstream effectors (namely p42/44 MAPK and
cPLA>»), provides the release of arachidonic acid which can be converted upon the
activation of COX-1 and PGI, synthase into PGl,. On the other hand, the activation
of VEGFR-2/R-2 homodimer by VEGF-C can promote similar cell signaling up to
the release of arachidonic acid, however, VEGF-C is unable to promote S-

denitrosylation of PGI, synthase which is essential for PGI, synthesis.



6-keto PGF | (ng/106 cells)

6-keto PGF |, (ng/105 cclls)

6-keto PGF,  (ng/10° cells)

601 VEGF-A,, (109 M)

201

n

104

P

[

60 -

40 1

304

lOl

PBS 5 10 s 30

L Time (min) —————1

Time = IS min

ah

204

104

PBS

—

101

101 10° 10

L—— — VEGF-A (M) ———— I

71 Time = 15 min

B

PBS

10°M
VEGF-A

10" 10-10 10° 108
L— VEGF-A,;, (M) =]

64

FIGURE 1



65

A
IP : @NRP-1
WB : @NRP-1| Wi = — T R ) T
WB : @VEGFR-2 P n—— 220 kDa
PBS VEGF-A VEGF-A ,,
B
60 -

N
=
']

o
(—J
2

o
—
1

6-keto PGF,, (ng/10¢ cells)
w
(—]

[y
>
1

—
1

FIGURE 2



'JIG\>
=]

- N W &
o N - ]

6-keto PGF | (ng/106 cells)

Time = 15 minutes

% %k k

=

a0

(ng/106 cells)

6-keto PGF,,
(g
S

PBS VEGF-A,, 101 10-1° 10° 10

10° M

be———VEGF-B (M) =

Time = 15 minutes

0k %k

B

66

Time = 15 minutes
K%k

 — e —
PBS VEGF-A 10" 1019 10 10%
I0'M e PIGF (M) e

Time = 15 minutes
Kok ok

PBS VEGF-A,, 10! 10-10 10° 10

107 M

———VEGF-C (M) ———

0

PBS  VEGF-A,, VEGF-B(I0°M) PIGF(10°\)
1W0°M  VEGF-C (10° M) VEGF-C (10 \1)

FIGURE 3



67

A
IP : @VEGFR-1
WB : @VEGFR-1 ) - 4 205 kDa
WB: @P-Tyr | it i . 205 kDa

2 1007 Time = 7.5 min
]
£2 %
‘_E <9
&
o = o
-g_z 40
201
= 0 J LS -__
VEGF-A,,; VEGF-A,,, VEGF-B PIGF
- 10° M -

B
IP : @VEGFR-2

WB : @VEGFR-2 H » ] ﬁ N 220 kDa
WB : @P-Tyr m | — TN M

100 - Time = 7.5 min

=]
>

Relative phosphorylation ratio
P-Tyr/VEGFR-2
=
=)

40
20
0
PBS VEGF-A VEGF-A,,, VEGF-C
L 10°M i

FIGURE 4



P

WB: @VEGFR-1

WB : @VEGFR-2

IP : @VEGFR-1

68

R - #1205 kDa
i = Pl & .l | 220 kDa
PBS VEGF-A VEGF-C

FIGURE 5



6-keto PGF,, (ng/10° cells)

6-keto PGF,, (ng/10°¢ cells)

69

60 Time = 15 min
50
40
30. *EF
20-
10 8§
7
0 A
AS- Scr AS-R1 AS-R2 AS-Scr AS-R1 AS-R2 AS-Scr AS-R1 AS-R2
L— PBS I L— VEGF-Az—! L— VEGF-A ;!
10°M 10°M
60-
50-
40-
30
%
20+ /
0 — N V] V7] e
VIK SU VIK SU VIK SU
'— pBS — L— VEGF-A,—' '— VEGF-A,—!
10° M 10°M

FIGURE 6



70

IP: @VEGFR-1

WB: @VEGFR-1

WB: @p-Tyr

PBS + ]
VEGF-A . +
SU1498 ] ]

1 4+ 4 1
+

4+

VTK - -

IP: @VEGFR-2

WB: @VEGFR-2

o

WB: @p-Tyr R
PBS + - - -
VEGF-A - + + +
SU1498 - - + -
VTK - - - +

FIGURE 7

205 kDa

205 kDa

220 kDa

220 kDa



=)
(—]
J

n
[—
'l

'S
[—]
L

[ad
(=]
']

[y
(—]
I

6-keto PGF,  (ng/106 cells)
W
<

hkk

fkk

71

(—

PBS

SB

§88
§88 - §88 §8§8
PD Scal AA Indo TC
VEGF-A, .
(10° M)

FIGURE 8



56 kDa Iw s W 0 el ml._ Nitrotyrosine — B Wil w00 ol

56 kDa Iuw-- ”I<— PG, synthase > | @iiugis “““u
120 120
110 110 'r
;\;100 ;\:100 ?
N o5 % %
£% 80 £E 80 % %
R 2Ll P é
&5 5 =
2,T £ ,L % A Y
" 5 75 10 15 « Time(min) - ¢ 5 75 10 15
— VEGF-A, —— VEGF-C __,

10° M 10°M

FIGURE 9



73

VEGF-C | VEGF-A, |

v !

VEGFR2/R2  yEGFR1/R2 + NRP-1

p42/44 MAPK

Membrane . 1
Phospholipids v

cPLA,

AA
COX-1
PGH,

X| PGI,
v synthase

PGI,

FIGURE 10



74

3.0 DISCUSSION

Les ¢tudes antérieures effectuées dans notre laboratoire, portant sur les
mécanismes par lesquels le VEGF-A ¢5 induit la synthése de PAF, la migration et la
prolifération des CE [66] ont permis de démontrer un role essentiel et majoritaire du
récepteur VEGFR-2 dans la transduction des voies de signalisation menant a ces
activités biologiques. Récemment, des études ont montré une implication du
récepteur VEGFR-1 dans la signalisation intracellulaire [110] et des activités
biologiques telles la migration des monocytes, la production du facteur de croissance
du tissu conjonctif, la translocation de la P-sélectine et 1’adhésion des neutrophiles
[48, 49, 111], qui sont impliquées dans I’inflammation. Toutefois, il n’y avait
jusqu’a maintenant aucune information concernant la contribution des récepteurs du
VEGF sur la synthése de la prostacycline dans les CE. Notre étude a permis de
démontrer pour la premiére fois la nécessité d’une activation des hétérodiméres des
récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2, constitutivement présents dans les BAEC, afin
d’induire une activité biologique, en 1’occurrence la synthése de PGl. Cette
démonstration a été réalisée grace a I’utilisation d’agonistes sélectifs, de la thérapie
geénique par antisens, et I’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des récepteurs du
VEGF. Nous avons également déterminé que le corécepteur NRP-1 potentialise les
effets du VEGF-A4s, un agoniste de VEGFR-1, VEGFR-2 et NRP-1, sur la
synthése de PGI,, en comparant avec la synthese de PGI, induite par le VEGF-A ),
qui se lie seulement au VEGFR-1 et au VEGFR-2. De plus, nous avons utilisé une
protéine recombinante, le GST-Exon-7, qui empéche la liaison du VEGF-A s a la

NRP-1 [112]. Nous avons ainsi pu déterminer la contribution majeure que la NRP-1
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Joue dans la synthése de la PGL,. Finalement, nous avons déterminé, en comparant le
VEGF-A 5, qui peut activer des hétérodiméres VEGFR-1/R-2, avec le VEGF -C, qui
active seulement des homodiméres VEGFR-2/R-2, que les voies de signalisation
activées par les hétérodiméres sont similaires a celles des homodimeéres, mais lors
des derniéres étapes de la synthése de prostaglandine I, (PGl,), I’enzyme limitante,
la PGL, synthase, subit une activation par dénitrosylation seulement lorsque les
hétérodiméres sont stimulés. Ce mécanisme de régulation est donc important pour
permettre seulement au VEGF-A 45 d’effectuer la relache de PGl et donc de réguler

finement la relaxation vasculaire et I’inhibition de 1’agrégation plaquettaire.

3.1 Les récepteurs du VEGF impliqués dans la synthése de PGI,

Une seule étude a fait état jusqu’a présent de I’implication du VEGFR-2 dans
la synthése de PGI, dans les CE [96]. Cette étude démontrait que la synthése de
PGI, était fortement induite par le VEGF-A ¢s (agoniste de VEGFR-1 et VEGFR-2),
mais que le PIGF (agoniste de VEGFR-1), induisait une faible synthése de PGl.
Cependant, I’étude ne vérifiait pas I’implication spécifique des récepteurs VEGFR-2
ou de la NRP-1. Nous avons donc utilisé les analogues spécifiques des récepteurs du
VEGF pour nous permettre de déterminer la contribution des récepteurs du VEGF

sur la synthése de PGI, dans les BAEC.

Tout d’abord, le VEGF-A s est I’analogue qui peut lier les trois types de

récepteurs visés, soit le VEGFR-1, VEGFR-2 et NRP-1. En utilisant cet analogue,
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nous avons donc obtenu une relache maximale de prostacycline 4 10° M dans un
temps de 10 minutes. Etant donné que nous avons quantifié le métabolite stable de la
PGL, on s’apergoit que la reliche de PGI, s’arréte aprés 10 minutes suivi d’un
plateau jusqu’a 30 minutes, puisque le métabolite n’est pas dégradé. On constate
donc, qu’apres la stimulation des BAEC avec le VEGF-A ¢s, 1a synthése de PGl est
rapide et transitoire. Lorsque nous sommes en présence d’une concentration de
VEGF-Ajes de 10° M il y a une diminution de la synthése de prostacycline
d’environ 50%. Cette diminution s’expliquerait par la saturation des récepteurs sous
la forme monomérique, ce qui rend la dimérisation difficile. En effet, il est connu
que pour de nombreux agonistes de récepteurs tyrosine kinase (PDGF-AB, bFGF,
VEGF), leur réponse pharmacologique diminue lorsque leur concentration est

supérieure a celle induisant 1’effet maximal [113].

Le VEGF-Ajy; est I’isoforme du VEGF-A manquant la partie encodée par
I’exon-7, appartenant au géne du VEGF. Ainsi, le VEGF-A |5 ne recrute pas le co-
récepteur NRP-1 et peut uniquement se lier au VEGFR-1 et VEGFR-2. La
stimulation dose-dépendante avec 1’isoforme VEGF-A >, nous a permis de constater
une diminution de 43% de la synthése de PGI, par rapport a celle induite par le
VEGF-A 45 a la concentration de 10° M, suggérant ainsi que la synthése de PGI,
supplémentaire induite par le VEGF-A 45 pourrait étre le résultat de sa capacité de
liaison au corécepteur NRP-1. Pour confirmer cette hypothése, nous avons utilisé
une proteine de fusion codant le fragment peptidique de 1’exon 7, agissant ainsi

comme un antagoniste de la NRP-1. Cette protéine de fusion dont la capacité
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d’antagoniser la NRP-1 a déja été démontrée [72, 112, 114], nous a permis de
démontrer également la capacité de la NRP-1 a potentialiser la translocation de P-
sélectine et 1’adhésion des neutrophiles dans les CE [49]. Dans notre étude,
I’antagoniste GST-exon-7 a réduit la synthése de PGI, induite par le VEGF-A 45
jusqu’au niveau de synthése induite par le VEGF-A 5. Ce résultat permet a nouveau
de démontrer que la NRP-1 contribue a potentialiser ’activité biologique du VEGF-

A5, plus particuliérement dans le cas précis sur la relache de PGL.

Suite & ces résultats, nous avons voulu déterminer lequel des récepteurs,
VEGFR-1 ou VEGFR-2, est responsable de la synthése de PGl,. Afin d’effectuer
cette distinction, nous avons utilisé des analogues spécifiques pour chaque récepteur.
Ainsi, pour vérifier si ’activation du récepteur VEGFR-1 par ses analogues peut
induire la synthése de PG, nous avons stimulé les BAEC avec les analogues
spécifiques de VEGFR-1/R-1, soit le VEGF-B et le PIGF. Cependant, nous avons
observé aucune augmentation significative de la synthése de prostacycline, par
rapport au niveau de base aprés 15 minutes. Ce résultat n’est pas inattendu, puisque
le récepteur Flt (VEGFR-1) a été longuement caractérisé comme un récepteur de
clairance [53, 115], n’ayant peu ou pas de capacité de signalisation intracellulaire.
Cette absence de synthése de PGI» suite a un traitement avec le PIGF ou le VEGF-B
n’est pas attribuable 4 un manque de capacité d’induire des activités biologiques,
puisque des études antérieures ont démontré que le PIGF et le VEGF-B peuvent

induire la migration des monocytes et la reliche du facteur de croissance tissulaire
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[47, 48]. De plus, nous avons démontré que le PIGF et le VEGF-B peuvent induire

la translocation de la P-sélectine et 1’adhésion des neutrophiles [49].

Le VEGF-C a été utilisé comme activateur de VEGFR-2, afin de déterminer
I'implication de ce récepteur dans la synthése de PGI,. Un traitement avec le VEGF-
C pendant 15 minutes a eu le méme effet que la stimulation avec les analogue de
VEGFR-1. De plus, la phosphorylation du VEGFR-2 par le VEGF-C a été
augmenteée de 5,8 fois par rapport au niveau de base, ce qui est suffisant pour
I’activation de son récepteur. Par conséquent, ce résultat était trés inattendu, car le
VEGFR-2 joue un r6le majeur dans la signalisation intracellulaire et implicitement,
dans I’induction des activités biologiques induites par le VEGF [116, 117]. De plus,
nous avons démontré dans des études antérieures la capacité du VEGF-C a induire
diverses activités biologiques comme la prolifération, la migration des CE, la
synthése de PAF, la translocation de la P-sélectine et I’adhésion des neutrophiles
[49, 118]. Suite & ces résultats, nous avons essayé d’activer parallélement le
VEGFR-1 et le VEGFR-2, en combinant le PIGF ou le VEGF-B (analogues activant
le VEGFR-1) avec le VEGF-C (analogue activant le VEGFR-2). Cependant, cette
combinaison d’analogues a été inefficace dans I’augmentation de la synthése de
PGI, dans les BAEC. Ces résultats suggérent donc, que les deux récepteurs du
VEGF doivent étre présents et étre activés par un ligand unique, et nécessite
Iactivation des hétérodimeres composés des sous-unités des récepteurs VEGFR-1 et

VEGFR-2, ne pouvant étre induite que par les isoformes du VEGF-A.
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3.2 L’activation des hétérodiméres des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2
est nécessaire pour la synthése de prostacycline

Nous avons observé que les récepteurs du VEGF peuvent former des
hétérodimeres de fagon constitutive dans les BAEC, et qu’une stimulation avec des
analogues du VEGF (VEGF-A ou VEGF-C) ne modifie pas la quantité de
I’hétérodimere VEGFR-1/R-2 présente dans la cellule.

Afin de confirmer I’hypothése que I’activation des hétérodiméres VEGFR-
1/R-2 est nécessaire pour la synthése de PGI,, nous avons conduit deux études, dans
lesquelles nous avons vérifié I’effet de I’inhibition de chacun des récepteurs du
VEGEF sur la synthése de PGI,. Dans un premier temps, nous avons traité les CE
avec des antisens dirigés contre I’ARNm des récepteurs du VEGFR-1 ou VEGFR-2.
Cette approche a déja été établie au préalable dans notre laboratoire et permet de
bloquer de fagon sélective I’expression protéique (>90%) des récepteurs ciblés [66].
Nous avons donc prétraité les cellules endothéliales de facon similaire avec les
antisens dirigés contre I’ARNm de VEGFR-1 et VEGFR-2. De plus, un antisens
avec une séquence dégénérée (scrambled) a été utilisé comme contrdle négatif. Les
résultats ont été probants, car la synthése de PG, a été inhibée de 79% et 71% par
les AS-VEGFR-1 et AS-VEGFR-2 respectivement, aprés stimulation avec le VEGF-
Ajgs, alors qu’un traitement avec la séquence dégénérée n’a pas réduit de facon

significative la synthése de PGI, induite par le VEGF-A j¢s.

Nous avons par la suite utilisé des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques

contre 1’activité tyrosine kinase du VEGFR-2 (SU1498) et de VEGFR-1 et VEGFR-
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2 (VTK). Il est évident que la stimulation des CE au VEGF-A en présence du VTK a
ramené la synthese de PGI, au niveau basal, puisque les deux récepteurs du VEGF
ont eté inactivés. Cependant, un prétraitement avec le SU1498, qui bloque
spécifiquement I’activit¢ de VEGFR-2, a également permis d’inhiber de 96% la
synthése de PGl induite par les isoformes du VEGF-A. Malheureusement, il
n’existe pas d’inhibiteur pharmacologique spécifique contre le VEGFR-1, ce qui
nous empéche de bloquer la contribution du VEGFR-1 par approche

pharmacologique.

Ces résultats supportent donc notre hypothése que [P’activation de
I’hétérodimére des récepteurs VEGFR-1/R-2 est nécessaire pour induire la synthése
de PGI; par les isoformes du VEGF-A. Notre conclusion a cet égard s appuie sur le
fait que nous avons utilisé une méthode active, en stimulant chacun des récepteurs
du VEGF avec leurs ligands respectifs, et une méthode passive, en inhibant chacun
des récepteurs avant de vérifier leur potentiel d’engendrer cette activité biologique.
Les deux méthodes ont donné des résultats semblables, qui portent a I’évidence le
besoin d’hétérodimérisation du VEGFR-1 et VEGFR-2 pour la synthése de

prostacycline dans les BAEC.

33 Voies de signalisation de la synthése de PGI; induite par le VEGF-A 45

Les voies de signalisation menant i la synthése de la PGl sont trés

différentes entre les types de CE et les stimuli utilisés pour son induction [96, 104,
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119-121]. Une étude précédente impliquant le VEGF, a mené a la découverte de
deux enzymes essentielles pour la relache de PGl : la ¢cPLA, et la p42/44 MAPK
[96]. Cependant, le type cellulaire utilisé était les HUVEC, qui sont des cellules
endothéliales provenant du systéme veineux, alors que notre modéle provient du

systéme artériel.

Afin de vérifier I’implication de différentes enzymes dans la synthése de
PGl> dans notre modéle, les BAEC, nous avons utilis¢é des inhibiteurs
pharmacologiques contre ces enzymes. Dans un premier temps, nous avons examiné
I'implication de I’activation de la p42/44 MAPK et de la p38 MAPK. De facon
similaire a I’étude publiée sur les HUVEC, la p42/44 MAPK est essentielle a la
synthese de PGI, induite par le VEGF-A. Cependant, la p38 MAPK ne semble jouer
aucun role dans la relache de prostacycline dans les BAEC. D’autres agonistes,
comme I’ET-1, PEGF et 1’Ang-II requiérent 1’activation de la p38 MAPK pour la
synthése de prostacycline [104, 122]. La synthése de PAF induite par le VEGF, qui
passe par Iactivation du VEGFR-2, requiert I’activation de la p42/44 MAPK ainsi

que la p38 MAPK.

La synthese de PGI, requiert une production nouvelle d’acide arachidonique
provenant du clivage des lipides membranaires par les phospholipases A, [90]. La
famille des PLA, est composée de plusieurs membres, mais dans notre cas,
seulement deux isoformes des PLA; participent a la synthése de PGI,, la cPLA, et la

sPLA; [119, 123, 124]. En utilisant des inhibiteurs spécifiques contre ces
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phospholipases, nous avons observé, dans le cas de la cPLA,, que son inhibition
reduit de 86% la synthése de PG, alors que I’inhibition de la SPLA; n’a pas réduit
de facon significative la reliche de PGI, induite par le VEGF-A ¢5. Ceci concorde
avec I’étude précédente, dans laquelle la cPLA; exergait un role majeur dans la
synthése de PGI, [96]. Nous remarquons encore une fois, que la synthése de PGI, est
différente de la synthése de PAF, puisque cette derniére requiert I’activité de la

SPLA»-V, alors que ’activité de la cPLA; n’est pas requise [125].

3.4  Différences et similtudes entre la signalisation des récepteurs

homodimeéres et hétérodiméres du VEGF

Nous avons récemment démontré dans notre laboratoire, que la synthése du
Platelet Activating Factor (PAF), la migration et la prolifération des BAEC induites
par le VEGF-A 45 sont dépendantes de I’activation de I’homodimére VEGFR-2/R-2,
alors que I’activation de ’homodimére VEGFR-1/R-1 n’est pas impliquée et que
I’hétérodimére n’est pas nécessaire [66]. Dans une étude ultérieure, nous avons
démontré qu’un traitement avec le VEGF-C, un analogue du VEGFR-2, a augmenté
la synthése de PAF, la migration et la prolifération cellulaire. Il a aussi été démontré
que la synthése de PAF passe par I’activation de la p42/44 MAPK et la p38 MAPK
[126], démontrant ainsi que le VEGF-C active ces deux cascades enzymatiques.
Dans notre étude, nous avons confirmé la capacité du VEGF-C a induire I’activation
de la p38 et p42/44 MAPK et également sa capacité d’induire la phosphorylation de

la cPLA,, et ce, en moins de 5 minutes aprés traitement. Toutes les voies de
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signalisation menant a la relache d’AA sont donc semblables entre les récepteurs
homodiméres (VEGFR-2/R-2) et hétérodiméres (VEGFR-1/R-2) du VEGF.
Toutefois, la synthése de PGI, est absente lors de la stimulation des BAEC
avec le VEGF-C, ce qui suggére que la signalisation en aval des récepteurs
hétérodimériques VEGFR-1/R-2 et des homodiméres VEGFR-2/R-2 est différente
lors de la transformation de ’AA en PGl,. Deux enzymes de transformation
participent a la formation de prostacycline a partir d’AA, la COX et la PG,
synthase. La COX a deux isoformes, dont un constitutif, COX-1, et un inductible,
COX-2. La COX-2 peut seulement étre induite aprés un minimum de deux heures de
stimulation par un agoniste [92, 127], alors que la synthése de PGI, dans notre étude
atteint un plateau aprés seulement 10 minutes de stimulation au VEGF-A. De plus,
nos analyses par immunobuvardage de type Western démontrent uniquement la
présence de la COX-1. Par conséquent, seulement la COX-1 est impliquée dans ce
processus. Nous avons donc la certitude que la COX-1 est impliquée dans la
production de PGl induite par le VEGF-A, mais dans le cas du VEGF-C, il est
impossible de déterminer si I’activité de la COX-1 est inhibée, puisque le produit
final, la PGIs, n’est pas augmenté par rapport au niveau de base. Nous nous sommes
donc intéressé a la PG, synthase et & sa régulation par le VEGF-A et le VEGF-C.
Récemment, un nouveau mode de régulation négative a été découvert pour la PGI,
synthase, la S-nitrosylation, qui inhibe Iactivité de cette derniére [107, 128]. Nous
avons donc testé la nitrosylation de la PGl synthase en présence de VEGF-A 45 et
VEGF-C et nous avons observé deux phénomeénes concordant avec I’hypothése de

I'implication majeure de la PGl synthase dans la synthése de prostacycline.
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Premiérement, la PGI, synthase est nitrosylée au niveau basal, ceci pouvant
expliquer le faible niveau basal de reliche de PGI, en absence de stimulation.
Deuxiémement, le VEGF-Aj¢s a provoqué une baisse rapide et transitoire (5 et 10
minutes) de la S-nitrosylation de 30% par rapport au niveau de base, tandis que le
VEGF-C n’a eu aucun effet sur la S-dénitrosylation de la PGI, synthase. Cette
dénitrosylation a donc pour effet de permettre a la PGI, synthase d’étre active suite a
la stimulation au VEGF-A¢s. Le VEGF-C n’a pas cette capacité, résultant en son

incapacité de permettre la conversion de la PGH, en PGL.
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4.0 CONCLUSION

Cette €tude est la premiére 4 démontrer la nécessité de 1’hétérodimérisation
des récepteurs du VEGF pour engendrer une activité biologique, en ’occurrence la
synthese de PGI,. Grace a des techniques variées, en utilisant la thérapie génique par
antisens, Pinhibition pharmacologique des récepteurs du VEGF ainsi que la
stimulation avec des analogues spécifiques a chaque récepteur, nous avons été en
mesure de démontrer la nécessité d’activer les hétérodiméres de VEGFR-1 et
VEGFR-2 pour la synthése de PGl,. De plus, nous avons démontré les effets de
potentialisation du corécepteur NRP-1, en comparant la synthése de PGl induite par
le VEGF-Aj¢s par rapport au VEGF-A|y,, mais également via I’utilisation d’un
antagoniste de la NRP-1 qui a réduit la relache de PGI, induite par le VEGF-A ;45 au
niveau de celui induit par le VEGF-A 5. Par la suite, nous avons élucidé la voie de
signalisation menant & la synthése de PGl,. En effet, la p42/44 MAPK et la cPLA,
jJouent des rdles majeurs dans la synthése de PGI, induite par le VEGF-Ags.
Finalement, la distinction entre les voies de signalisation induites par les récepteurs
homo- et hétérodimériques réside dans la capacité du VEGF-A¢s d’induire la
dénitrosylation de la PGI, synthase, alors que I’activation homodimérique (VEGFR-
2/R-2) par le VEGF-C n’a pu induire cette activité.

En conclusion, cette étude ajoute un élément nouveau quant a la régulation
sélective de la maintenance de I’intégrité et du tonus vasculaire par les membres de

la famille du VEGF et leur récepteurs correspondants.
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